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β-Karbolini so naravne spojine, ki jih v večji količini najdemo v kavi in tobaku. Kljub temu 
da delujejo na več tarč v človeškem telesu, so najbolj znani po njihovem zaviralnem 
delovanju na obe izoobliki encima monoamin oksidaza, A in B. Monoamin oksidaza je 
najbolj zastopana v možganih, kjer je njena primarna naloga razgrajevanje v monoaminskem 
sistemu udeleženih živčnih prenašalcev. Pri tem kot sekundarni produkt encimske reakcije 
nastaja vodikov peroksid, ki lahko v višjih koncentracijah vodi v razvoj nevrodegenerativnih 
bolezni. Z zaviranjem monoamin oksidaz z β-karbolini lahko zmanjšamo stopnjo 
nevrodegeneracije.  
V sklopu magistrske naloge smo z metodami molekulskega modeliranja, ki so obsegale 
farmakoforno analizo, dinoforno analizo in metodo linearne interakcijske energije, 
geometrijsko in energijsko ovrednotili vezavo izbranih predstavnikov β-karbolinov v 
vezavno mesto monoamin oksidaze A. Pri tem smo ugotovili, da so najbolj pomembne 
hidrofobne interakcije z vezavnim mestom. Po podrobnejši analizi spojin 1, 6 in 10 smo 
ugotovili, da je za optimalno zaviranje encima pomembna vzporedna lega zaviralca z 
aktivnim mestom in prisotnost metoksi skupine na mestu C7. Vzporedna lega z aktivnim 
mestom zaviralcu omogoča interakcije z aromatskim predelom aktivnega mesta, ki ga 
sestavljata dva vzporedno ležeča tirozinska aminokislinska ostanka in flavinski obroč. 
Spojine, ki so imele na aromatskem obroču vezanih več alkilnih skupin, so izkazale 
močnejše zaviranje zaradi dodatnih hidrofobnih interakcij. Z metodo linearne interakcijske 
energije smo uspeli pridobiti rezultate, s katerimi smo grobo ocenili jakost vezave izbranih 
β-karbolinov v aktivo mesto monoamin oksidaze A. Ker je metoda linearne interakcijske 
energije robustna metoda, z njo nismo uspeli potrditi enakega razporeda spojin po jakosti 
inhibicije, kot so jo ugotovili z eksperimentalno določenimi prostimi energijami vezave. 
Za nadaljnji razvoj močnejših zaviralcev predlagamo optimizacijo strukture spojine 6. 
Predlagamo podaljšanje in razvejanje alkilne skupine na mestu C1 ter metoksi skupine na 
mestu C7. Za močnejše zaviranje encima je pomembno, da so vsi obroči proučevanega 
kemijskega sistema aromatizirani.  
Ključne besede: β-karbolini, monoamin oksidaza, molekulsko modeliranje, 






β-Carbolines are naturally occurring compounds that can be found in coffee and tobacco in 
larger quantities. Although they act on multiple targets in the human body, they are best 
known for their inhibitory action on both isoforms A and B of the monoamine oxidase 
enzyme. Monoamine oxidase is mostly present in the brain, where its primary action is 
degradation of the neurotransmitters involved in the monoaminergic system. Hydrogen 
peroxide is a secondary product of the enzymatic reaction, which can in higher 
concentrations lead to development of neurodegenerative diseases. By inhibiting 
monoamine oxidase with β-carbolines, the rate of neurodegeneration can be reduced. 
In our master’s thesis, molecular modelling methods were used to evaluate geometric and 
energetic aspect of β-carboline and monoamine oxidase interaction. Those include 
pharmacophore analysis, dynophore analysis and linear interaction energy method. We have 
concluded that hydrophobic interactions are the the most important for monoamine oxidase 
inhibition by β-carbolines. Detailed analysis of compounds 1, 6 and 10 showed that the 
parallel position of the inhibitor with the binding site and the presence of methoxy group at 
the C7 position coincided with optimal inhibition of the enzyme. Parallel position with the 
active site allows interactions with the aromatic region of the active site, which consists of 
two parallel tyrosine amino acid residues and a flavin ring. Compounds that had more alkyl 
groups attached to the aromatic ring showed greater inhibition due to additional hydrophobic 
interactions. Using the method of linear interaction energy, we were able to obtain results 
that roughly estimated the binding strength of selected β-carbolines to the active site of MAO 
A. The linear interaction energy method is a robust method as we have not been able to 
obtain the same arrangement of compounds in terms of inhibition strength, which coincide 
with the experimental free binding energies.  
In further research to develop more potent inhibitors, we suggest optimizing the structure of 
compound 6. We suggest keeping the tricyclic ring aromatic and the extension and branching 
of the alkyl group at the C1 position and at the methoxy group site.  
Key words: β-carbolines, monoamine oxidase, molecular modelling, neurodegeneration, 
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1.1 β-Karbolinski alkaloidi harmani  
Harmani so spojine, ki jih uvrščamo med β-karbolinske alkaloide in se nahajajo v 
vsakodnevnih živilih kot so: kava, temna čokolada, rozine in losos. V večjem obsegu jih 
najdemo tudi v tobaku in rastlinah, kot je sirijska rutica (lat. Peganum harmala), iz katere so 
β-karboline tudi prvič izolirali. Rastline z visoko vsebnostjo β-karbolinov se uporabljajo 
predvsem v tradicionalni medicini na Bližnjem vzhodu in v severni Afriki za zdravljenje 
obolenj kot sta slabost in malarija. Zelo razširjena uporaba teh rastlin je bila tudi v pripravkih 
za doseganje halucinogenega stanja. Najdemo jih tudi v telesnih tekočinah in tkivih, kar je 
posledica prisotnosti β-karbolinov v hrani in v manjši meri posledica endogene sinteze teh 
spojin. V zadnjih letih se je zaradi raznolikih farmakoloških učinkov pojavilo zanimanje za 
izolacijo β-karbolinov in njihovo farmakološko vrednotenje (1–6).  
1.1.1 Fizikalno-kemijske lastnosti harmanov 
β-Karboline uvrščamo v skupino indolnih alkaloidov, katerim je skupen triciklični 
pirido[3,4]indolni obroč. Glede na nasičenost aromatskega obroča z dušikom jih delimo na 
tri skupine: nenasičeni β-karbolini, delno nasičeni dihidro-β-karbolini in nasičeni tetrahidro-
β-karbolini. Kemijska sinteza β-karbolinov poteka s Pictet-Spenglerjevo kondenzacijo v 
kislih pogojih, kjer kot reaktanti nastopajo triptofan ali triptamin in formaldehid (2). 
Kemijska sinteza β-karbolinov je prikazana na sliki 1. Nekateri od predstavnikov te skupine 






Slika 1: Shema kemijske sinteze β-karbolinov s Pictet-Spenglerjevo reakcijo (povzeto po 
(2)). 
Harmani so relativno majhne molekule, katerih molekulska masa se giblje okoli 200 g/mol. 
V strukturi harmanov se nahajata dva kislinsko-bazična centra. Dušikov atom na piridinskem 
obroču ima bazične lastnosti, dušikov atom na pirolnem obroču pa kisle. β-Karbolini 
obstajajo v štirih oblikah: kot kation, nevtralna oblika, zwitterion in anion. V kateri obliki se 
nahaja spojina, je odvisno predvsem od pH vrednosti okolja, v katerem se nahaja (2). Oba 
kislinsko-bazična centra sta pri fizioloških pogojih v neprotonirani obliki. Skupina 
harmanov z dodatnimi substituenti na dušikovem atomu pa se v fiziološkem okolju nahaja v 
ionizirani obliki. Z logP opredelimo, kakšna je lipofilnost oziroma hidrofilnost spojin. Kot 
je razvidno iz z aromati bogate strukture harmanov in visokih logP vrednosti, so harmani 
bolje topni v lipofilnem okolju. S prehodom lipofilne krvno-možganske bariere tako delujejo 
tudi na tarče v možganih. 
1.1.2 Farmakološke in toksikološke lastnosti harmanov 
β-Karbolini imajo širok spekter delovanja, saj izražajo aktivnost na več farmakoloških 
tarčah, kot so: benzodiazepinski, serotoninski, opioidni in imidazolinski receptorji. Harmani 
interagirajo tudi s citokromom P450, dokazano pa je tudi njihovo protitumorno delovanje na 
humanih rakavih celičnih linijah. Eden izmed pomembnih farmakoloških učinkov harmanov 
je reverzibilno zaviranje monoamino oksidaz (MAO). Pretežno nepolarni aromatski β-
karbolini lahko prehajajo krvno-možgansko bariero in z zaviranjem MAO vplivajo na 
metabolizem in posledično koncentracijo živčnih prenašalcev (2,3,7). V literaturi so opisani 
mnogi farmakološki učinki harmanov, med katerimi so tudi: anksiolitični, antidepresivni, 
antiagregacijski, antioksidativni in antiholinergični učinek. Med njimi jih je večina posledica 




Farmakološki profil harmana je pokazal 19 % biološko uporabnost z razpolovnim časom 
19,21 min po peroralni aplikaciji. Dokazali so tudi prisotnost presnovkov kot sta harmin in 
harmol, ki prav tako doprinesejo k skupnemu farmakološkemu učinku (8). Molekulska masa 
harmanov se giblje okoli 200 g/mol. Fizikalni-kemijske lastnosti najpomembnejših in 
najbolj poznanih β-karbolinov so prikazane v preglednici I. 
Preglednica I: Primeri β-karbolinov in njihove fizikalno-kemijske lastnosti.  



















212,25 6,15 13,54 0 1,85 
(11) 
Harmalin  
214,26 6,46 14,95 0 1,67 
(12) 
V literaturi obstajajo poročila o zastrupitvah z rastlino z visoko vsebnostjo β- karbolinov, P. 
harmala, ki se zlorablja predvsem zaradi njenih halucinogenih lastnosti, ki jih povzroči 
uživanje te rastline. Znaki zastrupitve se kažejo s: paralizo, konvulzijami, halucinacijami, 
slabostjo, bruhanjem, hipotermijo in bradikardijo (3). Halucinogene lastnosti uživanja P. 
harmala lahko pripišemo dimetiltriptaminu (DMT), kratko delujoči psihotropni spojini, ki 




Karbolini z zaviranjem MAO v GIT zmanjšajo metabolizem prvega prehoda in s tem 
povečajo halucinogeni in toksični učinek DMT. β-Karbolini tudi sami v višjih 
koncentracijah odražajo psihoaktivno delovanje, ki je verjetno posledica aktivacije 
serotoninskih in benzodiazepinskih receptorjev. Aktivacija serotoninskih receptorjev nastopi 
tudi zaradi povišane koncentracije serotonina. Zaradi interakcije z benzodiazepinskimi 
receptorji izkazujejo β-karbolini v višjih koncentracijah tudi sedativno delovanje (13). 
Aplikacija večjih odmerkov β-karbolinov lahko, tako kot pri ostalih MAO zaviralcih, v 
kombinaciji s hrano z večjo vsebnostjo tiramina, privede do hipertenzivne krize (3).  
1.1.3 Harmani – reverzibilni zaviralci MAO 
Raziskovalci so ugotovili, da imajo kadilci tobaka 28 % nižjo aktivnost MAO A in 40 % 
nižjo aktivnost MAO B v primerjavi z nekadilci (14). Čedalje več dokazov potrjuje dejstvo, 
da so β-karbolini, ki jih najdemo v tobaku in kavi, odgovorni za zmanjšanje MAO aktivnosti 
pri kadilcih in pivcih kave. Čeprav zmanjšano aktivnost MAO povezujejo z zasvojitvenimi 
lastnostmi kajenja, so študije pokazale tudi pozitiven vpliv pitja kave in kajenja na 
zmanjšanje stopnje nevrodegeneracije, ki se kaže z zmanjšanjem pojavnosti Parkinsonove 
bolezni (PB) (2,14). Manjša aktivnost MAO povzroči manjši oksidativni stres, saj nastaja 
manj vodikovega peroksida, ki ob prisotnosti nekaterih kovinskih ionov vstopa v Fentonovo 
reakcijo, kjer nastaja reaktivni hidroksilni radikal. Manjša stopnja oksidativnega stresa 
upočasni nevrodegenerativne procese (15).  
Harmin je reverzibilni zaviralec MAO A, katerega kristalna struktura s človeško MAO A je 
znana. Harmin je odlična osnova za nadaljnje raziskovanje vezave zaviralcev MAO in 





1.2  Monoaminergični sistem 
Monoaminergični sistem predstavljajo živčni prenašalci monoaminskega tipa ter z njimi 
povezani encimi, receptorji in transporterji (15). Posebno vlogo ima monoaminergični 
sistem v centralnem živčnem sistemu (CŽS), saj nivoji biogenih monoaminov uravnavajo 
skoraj vse možganske funkcije. Spremenjeno delovanje monoaminergičnega sistema pa 
lahko opazimo pri večini nevropsihiatričnih in nevroloških obolenjih, vključno z 
nevrodegenerativnimi spremembami v CŽS. Monoaminergični sistem vključuje: 
dopaminergične, serotoninergične, noradrenergične in histaminergične nevrone (17). 
Pomemben del monoaminergičnega sistema je tudi encim MAO, ki razgrajuje v 
monoaminergičnem sistemu udeležene živčne prenašalce. Največja koncentracija MAO v 
možganih je na področju strituma in hipotalamusa, najmanjša pa na področju malih 
možganov in neokorteksa. MAO A je zastopana v noradrenergičnih nevronih na področju 
modrega neba (lat. locus coeruleus) in v striatalnih nevronih; v serotoninergičnih nevronih 
najdemo izoobliko MAO B, vendar pa je v aksonalnih varikozah bolje zastopana izooblika 
MAO A. Encim MAO se ne pojavlja le v možganih, temveč tudi v črevesju, jetrih, placenti, 
pljučih in trombocitih, kjer razgrajujejo amine iz krvi ali preprečujejo njihov vstop v krvni 
obtok (18,19). 
Področji v možganih z največjim številom dopaminergičnih nevronov sta ventralno 
tegmentalno področje in črna substanca (lat. substantia nigra pars compacta) (17). Dopamin 
ima pomembno vlogo pri možganskih funkcijah kot so: miselni procesi, vedenje, hoteno 
gibanje, sistem nagrajevanja in kaznovanja, spanje, pozornost, delovni spomin in učenje. 
Uživanje drog, kot so kokain in amfetamini, privede do dviga koncentracije dopamina v 
sinaptični špranji zaradi zaviranja ponovnega prevzema, posledično se razvije odvisnost 
(20).  
1.2.1 Monoamin oksidaza 
MAO je encim, ki katalizira oksidativno deaminiranje biogenih in eksogenih aminov v 
aldehid, vodikov peroksid in amonijak v primeru primarnih aminov ali substituirani amin v 
primeru sekundarnih aminov. Njeni substrati so monoaminski živčni prenašalci kot so 
serotonin, histamin in kateholamini, med katere sodijo dopamin, adrenalin in noradrenalin. 




MAO so flavoencimi, ki spadajo v družino oksidoreduktaz. Mehanizem reakcije, ki jo 
katalizira encim MAO, je predstavljen na sliki 2. Substrat pri encimski reakciji odda dva 
elektrona in dva protona prostetični skupini flavinadenindinukleotid (FAD). Pri tem nastaja 
iminski intermediat, ki se z neencimsko reakcijo pretvori v amonijak in ustrezen aldehid. 
FAD, ki je med reakcijo prešel v reducirano obliko flavinadenindinukleotida (FADH2), se 
ob prisotnosti kisika oksidira nazaj v prvotno obliko, pri tem nastaja vodikov peroksid 
(22,23).  
 
Slika 2: Mehanizem reakcije, ki jo katalizira MAO (povzeto po (22)). 
Ugotovili so, da se MAO encimi v telesu nahajajo v dveh izooblikah, MAO A in MAO B. 
Kljub temu, da imata izoobliki po strukturi podobni aktivni mesti in da si delita 70 % 
aminokislinskega zaporedja, se razlikujeta v specifičnosti za substrat in v razporeditvi po 
telesnih tkivih. Zapis za izoobliki se nahaja na dveh genih X kromosoma. MAO B, ki se 
nahaja v serotoninergičnih nevronih, večinoma katalizira deaminacijo dopamina, β-
feniletilamina in benzilamina. MAO-B lahko ireverzibilno zaviramo s selegilinom. MAO A 
pa je v večji meri zastopana v ostalih nevronih in katalizira deaminacijo serotonina, 
adrenalina in noradrenalina. Reverzibilno zaviranje MAO A lahko povzročimo z 
moklobemidom. Obe izoobliki katalizirata pretvorbo dopamina in tiramina, vseeno pa je 
dopamin v večji meri substrat MAO B (17,21,24).  
Razmeroma veliki monotopični proteini MAO z molekulsko maso 60 kD, ki v primeru MAO 
A vsebujejo 527 aminokislin (AK) in v primeru MAO B 520 AK, se nahajajo v celicah v 
zunanjih membranah mitohondrijev. Iz kristalne strukture je razvidno, da se MAO B v 
membrani nahaja v obliki dimera, medtem ko MAO A obstaja v monomerni obliki. 
Posamezen monomer je sestavljen iz treh domen: domena z vezanim kofaktorjem FAD, 




Encim se z alfa-vijačnico sidra v membrano (25). V zunanji mitohondrijski membrani se 
nahajajo tudi encimi z antioksidativno vlogo kot sta superoksid dismutaza (SOD) in katalaza, 
ki so odgovorni za odstranjevanje radikalov in ROS. Tudi encima SOD in katalaza se 
nahajata v notranji mitohondrijski membrani. Katalaza je encim, ki razgrajuje vodikov 
peroksid, ki med drugim nastaja tudi pri encimski reakciji MAO (15).  
1.2.2 Vezavno mesto encima MAO A za harmin 
V podatkovni bazi Protein Data Bank (PDB) so dostopne z rentgensko difrakcijo pridobljene 
strukture encima MAO različnih resolucij; najboljša resolucija MAO A je 2,2 Å (PDB koda: 
2Z5Y) in MAO B 1,6 Å (PDB koda: 2V5Z) (16,26). Tako MAO A kot MAO B ne 
kristalizirata brez vezanega zaviralca, ki stabilizira proteinsko strukturo. Močnejša kot je 
vezava zaviralca, večja je stabilizacija zvite strukture proteina (25).  
V splošnem sta si aktivni mesti obeh izooblik zelo podobni. Sestavljeni sta iz hidrofobnega 
vezavnega žepa, ki se iz notranjosti encima širi do aminokislin na površju encima. 
Pomemben del aktivnega mesta je tudi vhodna zanka, sestavljena iz AK Ille199 in Tyr326 v 
MAO B ter AK Phe208 in Ille335 v primeru MAO A, ki določa, kateri zaviralci bodo 
vstopali v aktivno mesto in kakšna je oblika aktivnega mesta. Skupna lastnost MAO z 
ostalimi flavinskimi aminooksidazami je lizinski ostanek nad flavinom, ki tvori vodikovo 
vez z molekulo vode. Ta aminokislinski ostanek predstavlja vezavno mesto kisika med 
ponovno oksidacijo flavina (25). Kofaktor FAD, ki je potreben za encimsko aktivnost, je z 
izooksazolnim delom molekule kovalentno vezan na cisteinski ostanek, v primeru MAO A 
je to Cys406 in v primeru MAO B Cys397 (21,27). Aktivno mesto, ki je sestavljeno iz 16 
aminokislinskih ostankov, se med izooblikama MAO A in MAO B razlikuje le v treh 
aminokislinskih ostankih (16).  
Harmin je reverzibilni zaviralec, ki se veže v aktivno mesto encima, kjer interagira z AK 
ostanki: Tyr69, Asn181, Phe208, Val210, Gln215, Cys323, Ile325, Ile335, Leu337, Phe352, 
Tyr407, Tyr444 in kofaktorjem FAD. Struktura harmina je predstavljena v preglednici I. Na 
sliki 3 sta prikazani celotna struktura encima MAO A in struktura harmina v vezavnem 
mestu MAO A. Kristalna struktura kaže, da se v aktivnem mestu nahaja sedem molekul 
vode, od teh dve molekuli vode tvorita interakcije s harminom preko vodikovih vezi. 
Potrebno je poudariti, da se pri vnosu zaviralca v aktivno mesto število molekul vod lahko 




MAO B, kar pove, da sta Tyr326 MAO B in Ille335 MAO A ključni AK pri določanju 
selektivnosti posameznega substrata za encimsko izoobliko (16). Substrat v aktivnem mestu 
interagira tudi z aromatskim predelom aktivnega mesta, ki ga sestavljata dva vzporedno 
ležeča tirozinska AK ostanka in pravokotno ležeči flavinski obroč (25).  
  
Slika 3: Celotna struktura encima MAO A (levo) in struktura harmina v vezavnem mestu 
s kofaktorjem FAD (desno) 
1.2.1  Monoaminergični sistem in nevrodegeneracija 
Nevrodegeneracija je kaskada procesov, ki vodijo do poškodovanja in odmiranja nevronov 
in se v primeru centralnega živčnega sistema kaže kot npr. Parkinsonova in Alzheimerjeva 
bolezen. Parkinsonova in Alzheimerjeva bolezen sta dve izmed progresivnih 
nevrodegenerativnih bolezni, ki se pojavljata predvsem pri starejšem prebivalstvu. 50 % 
prebivalstva nad 85. letom zboli za Alzheimerjevo boleznijo, okoli 3 % pa za Parkinsonovo 
boleznijo (15). Za slednjo je značilno odmiranje dopaminergičnih nevronov in s tem 
povezanimi simptomi, ki se pojavijo šele, ko odmre 70 % nevronov v področju črne 
substance. Simptomi značilni za PB so: bradikinezija, tremor in rigidnost (17,28). 
Alzheimerjeva bolezen je v 60–70 % primerov primarni vzrok demence, ki predstavlja 
veliko socialno in ekonomsko breme. Demenca je sindrom, ki se kaže z motnjami v spominu, 
razmišljanju in s težavami pri opravljanju vsakdanjih aktivnosti (29).  
Genska ekspresija in aktivnost MAO se s starostjo povečujeta tako v centralnem živčevju 
kot v srcu. Glede na produkte reakcije deaminacije se s tem poveča tudi nastajanje 
vodikovega peroksida, ki je udeležen pri tvorbi reaktivnih kisikovih zvrsti. Te vodijo do 




kovinskih ionov, ki lahko sodelujejo v oksidoredukcijskih reakcijah s prenosom enega 
elektrona, kot sta Fe2+ in Cu+, vstopa v Fentonovo reakcijo, kjer se pretvori v reaktivni 
hidroksilni radikal OH. (28). Večje število MAO v starosti, poleg povečanja oksidativnega 
stresa, povzroči tudi večje nastajanje citotoksičnega aldehida, produkta katalizirane reakcije, 
ki lahko predvsem z aminsko skupino makromolekul tvori adukte in inducira tvorbo 
amiloidnega plaka (18). MAO B oksidira tudi dopaminergični nevrotoksin 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) v 1-metil-4-fenilpiridinijev kation (MPP+), ki vstopa v 
redoks kroženje s kisikom in tako poveča nastajanje reaktivnih kisikovih zvrsti, zmanjša 
nastajanja adenozin trifosfata (ATP) in posledično povzroči celično smrt. MPTP je nečistota 
pri sinteznem opioidu desmetilprodinu (MPPP, 1-metil-4-fenil-4-propionoksipiperidin), ki 
se zlorablja kot psihoaktivna snov (28). Čedalje več dokazov govori v prid temu, da ima 
MAO ključno vlogo pri nastanku nevrodegenerativnih bolezni. V zadnjih letih so se pojavile 
tudi ugotovitve, da se višja koncentracija MAO v starosti odraža tudi pri razvoju bolezni 
kardiovaskularnega sistema (30).  
1.2.2 Zaviralci MAO in njihova uporaba 
Odkritje antidepresivnega učinka zaviralcev MAO sega v zgodnja petdeseta leta prejšnjega 
stoletja, ko so po naključju odkrili, da ima zdravilna učinkovina za zdravljenje tuberkuloze 
iproniazid zaradi zaviralnega delovanja na MAO pri zdravljenih bolnikih antidepresivni 
učinek (32). Danes se zaviralci MAO ne uporabljajo le za zdravljenje depresije, temveč tudi 
pri upočasnjevanju napredovanja različnih nevrodegenerativnih bolezni (18).  
Antidepresivno delovanje zaviralcev MAO je posledica zviševanja koncentracij adrenalina, 
dopamina in serotonina. Moklobemid, učinkovina predstavljena v preglednici II, je 
reverzibilni in selektivni zaviralec MAO A, ki je v klinični rabi za zdravljenje depresije. 
Njegovo učinkovitost lahko primerjamo z antidepresivi, ki zavirajo ponovni privzem 
serotonina, kot sta fluoksetin in amitriptilin. Slednji je precej manj selektiven in poleg 
ponovnega privzema serotonina zavira tudi ponovni prevzem dopamina in ostalih biogenih 
aminov (33,34). Pri predpisovanju zaviralcev MAO, predvsem ireverzibilnih zaviralcev 
MAO, kot sta selegilin in rasagilin, obstaja nevarnost hipertenzivne krize t. i. efekt sira 
(cheese effect), ki nastane zaradi prevelikega vnosa hrane z veliko vsebnostjo tiramina, ki 
izhaja iz aminokisline tirozin (18,32). Hrana, kot sta staran sir in rdeče vino, lahko zaradi 




adrenergične receptorje in vodi do arterijske hipertenzije in tahikardije, v ekstremnih 
primerih pa tudi do smrti (33). Pri kombinaciji ireverzibilnih zaviralcev MAO z zaviralci 
ponovnega privzema serotonina se lahko pojavi serotoninski sindrom, ki je v ekstremnih 
primerih življenjsko nevaren. Pri prehodu iz terapije z zaviralci MAO na terapijo z drugimi 
učinkovinami z vplivom na nivo serotonina, kot so npr. selektivni zaviralci ponovnega 
privzema serotonina (SSRI), je pomembno, da pacient zaradi še prisotnih zaviralcev MAO 
počaka, da se MAO sintetizira v dovolj veliki koncentraciji, da se razgradnja biogenih 
aminov povrne v prvotno fiziološko stanje. Biosinteza ustrezne količine MAO v GIT tipično 
traja en teden, v CŽS pa tri tedne (19).  
Najbolj pomembna uporaba zaviralcev MAO je pri zdravljenju Parkinsonove bolezni (PB). 
Poleg zaviranja MAO se pri zdravljenju PB uporablja tudi L-DOPA, agonisti dopaminskih 
receptorjev in zaviralci katehol-O-metiltransferaze (COMT) kot je entakapon (35). 
Ireverzibilni zaviralci MAO, kot je selegilin, se pri PB uporabljajo za lajšanje simptomov v 
zgodnjih fazah bolezni, prav tako pa tudi podaljšajo čas do začetka uvajanja L-DOPE v 
terapijo PB. Poleg lajšanja simptomov pa obstaja čedalje več dokazov, da naj bi zaviralci 
MAO ugodno vplivali tudi na potek bolezni (36). Nekateri predstavniki zaviralcev MAO, ki 
se uporabljajo v terapiji PB, so predstavljeni v preglednici II.  
Preglednica II: Primeri zaviralcev MAO, ki se uporabljajo v klinični praksi (34). 
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simptomov uporabljajo zaviralci acetilholin esteraze, katerih predstavniki so: donepezil, 
galantamin in rivastigmin, ter memantin, antagonist NMDA receptorjev (37). Kljub temu da 
imajo zaviralci MAO pozitiven vpliv na nevrodegeneracijo, se v terapiji AB še ne 
uporabljajo. Ugotovili so, da obstaja direktna povezava med MAO A in z AB povezanim 
proteinom presenilinom-1, kar odpira vrata za uporabo zaviralcev MAO v terapiji AB (38).  
1.3  Molekulsko modeliranje 
Računska kemija je področje z osnovami v teoriji klasične mehanike in kvantne kemije, ki 
se je razcvetela predvsem z razvojem naprednejših računalniških sistemov, saj so ti 
omogočili njeno aplikacijo na različna področja v znanosti. Znanja računalniške kemije so 
uporabna pri različnih problemih, kot so preučevanje stabilnosti, strukture in reaktivnosti. Z 
modeliranjem in simulacijami kemijskih in bioloških sistemov lahko razumemo njihovo 
obnašanje na molekulskem nivoju (39,40). Molekulsko modeliranje nam omogoča 
sistematično preučevanje strukturnih in termodinamičnih vzorcev bioloških sistemov ter 
daje dodatno oporo pri interpretaciji in razumevanju eksperimentalno pridobljenih podatkov 
(41).  
Molekulsko modeliranje je z leti postalo tudi nepogrešljiv del načrtovanja učinkovin. Pri 
načrtovanju učinkovin lahko uporabljamo računalniške metode, ki z virtualnim rešetanjem 
na osnovi strukture tarčnega mesta ali liganda geometrijsko ovrednotijo veliko skupino 
molekul, ali pa natančnejše simulacije molekulske dinamike, ki nam omogočajo vpogled v 
afiniteto vezave liganda v aktivno mesto (42). Z računalniškimi metodami lahko hitro 
ocenimo, ali ima spojina potencial za izkazovanje farmakološkega učinka in s tem 
zmanjšamo izbor spojin za nadaljnjo biološko testiranje. Poleg zmanjšanja stroškov 
testiranja se lahko z vključevanjem molekulskega modeliranja v proces načrtovanja 
učinkovin skrajša tudi čas, ki je potreben, da zdravilo doseže trg (43).  
1.3.1 Molekulsko sidranje in farmakofori 
Metoda, ki je del načrtovanja zdravilnih učinkovin na osnovi poznavanja tarčnega mesta, je 
molekulsko sidranje (»molecular docking«). Programi molekulskega sidranja, kot sta GOLD 
in AutoDock, z iskalnimi algoritmi iščejo različne konformacije liganda v aktivnem mestu, 




mestom in daje oceno proste energije vezave. Proces molekulskega sidranja je predstavljen 
na sliki 4. Cenilne funkcije temeljijo na polju sil. Iskalni algoritmi so lahko genetski, ki 
temeljijo na principih evolucije, ali algoritmi inkrementne konstrukcije, kjer v aktivnem 
mestu postopoma gradimo sidran ligand po posameznih fragmentih. Iskanje konformacij in 
njihovo energijsko vrednotenje se ponavlja, dokler ne dosežemo nabora konformacij z 
energetskim minimumom (44).  
 
Slika 4: Proces molekulskega sidranja. 
Farmakofor je abstrakten opis molekulskih lastnosti, ki zaradi specifičnih medmolekulskih 
interakcij z biološko tarčo zagotovijo biološki odziv, in ne predstavlja realne molekule 
(45,46). Delimo jih na farmakofore, ki temeljijo na že znani strukturi kompleksa liganda in 
proteina, in farmakofore, ki temeljijo na strukturi liganda in so izpeljani iz že znane strukture 




1.3.2 Simulacije molekulske dinamike 
Molekulsko sidranje je široko uporabljena metoda in silico za napovedovanje vezave liganda 
v tarčno mesto in je metoda izbire pri visoko zmogljivostnem virtualnem rešetanju, vseeno 
pa lahko pri tej metodi opazimo tudi nekaj pomanjkljivosti in omejitev. Molekulsko sidranje 
pri napovedovanju geometrije vezave liganda ne upošteva fleksibilnosti proteina, kar omeji 
pravilno napovedovanje geometrije vezave in razvrščanje napovedanih geometrijskih 
položajev liganda v aktivnem mestu (48).  
Simulacije molekulske dinamike (MD) obravnavajo proteine in vodo kot delce po principu 
klasične mehanike. Molekulska mehanika je preprost model, kjer s členitvijo na vezne in 
nevezne interakcije izračunamo potencialno energijo molekule. Posamezni prispevki so 
opisani z relativno preprostimi funkcijami; ena izmed njih je Hookov zakon, kjer si svet 
atomov povezanih s kovalentnimi vezmi lahko prestavljamo kot sistem nabitih kroglic na 
prožnih vzmeteh (46). Model molekulske mehanike predstavlja odličen kompromis med 
točnostjo metode in porabljenim računskim časom (49,50). Polje sil (ang. force field), ki 
predstavlja potencialno energijo sistema, lahko opišemo z enačbo 1. 
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Enačba 1 : Empirična potencialna energijska funkcija opisuje vezne (energijski doprinos 
vezi, kotov in torzij v molekuli) in nevezne interakcije (vsota Coulombovega in Lennard-
Jonesovega potenciala). 
Potencialno energijsko funkcijo, ki jo opisuje enačba 1, sestavljajo členi vezne in nevezne 
interakcije. Vezne interakcije opišemo z energijo vezi v molekuli, kotov in torzije molekule, 
medtem ko sta Coulombov potencial in Lennard-Jonesov potencial del neveznih interakcij.  
CHARMM, MM4, MMFF94 in Amber so primeri empirično razvitih polj sil, ki jih 
uporabljajo različni programski paketi. Modeli in parametri, s katerimi so polja sil razviti, se 
med posameznimi polji sil razlikujejo, zato je zelo pomembna primerjava z eksperimentom 
(50,51).  
Včasih empirični opis sistema z molekulsko mehaniko ne zadostuje, zato uporabimo 




potrebujemo kvantno mehaniko. Fizikalno ozadje metod kvantne mehanike temelji na 
Schrödingerjevi enačbi, ki molekularni sistem obravnava le kot skupek elektrostatskih 
interakcij med jedri in elektroni. Rešitev Schrödingerjeve enačbe za elektrone je valovna 
funkcija, kvadrat katere je gostota verjetnosti, iz katere izpeljemo ostale vrednosti (52). 
Rešitev Schrödingerjeve enačbe je podana v obliki gibanja elektronov, ki ga lahko 
neposredno povežemo z molekulsko strukturo in energijo. Rešitev Schrödingerjeve enačbe 
lahko analitično rešimo le za sistem z enim elektronom (vodikov elektron), zato so se razvile 
metode, ki z aproksimacijo nekaterih parametrov na nivoju kvantne mehanike računajo 
količine, kot so vibracijske frekvence, dipolni momenti in prosta energija reakcije, kar nam 
omogoča študij kemijskih reakcij. Kvantno mehanske metode so najbolj točne, vendar tudi 
ene izmed najdražjih metod, saj zahtevajo veliko računskega časa in računalniške opreme, 
zato jih uporabljamo le na manjših sistemih (53).  
Medtem ko molekulsko sidranje omogoča tvorbo farmakoforov, ki nam dajejo predvsem 
statičen vpogled v interakcije med ligandom in tarčo, lahko s pomočjo MD oblikujemo 
dinamične farmakofore (»dynamic pharmacophore – dynophore«, dinofor), ki vključujejo 
tudi fleksibilnost molekulskega sistema. Generiranje dinamičnega farmakofora zahteva 
oblikovanje statičnega farmakofora v vsakem posnetku (»snapshot«) MD simulacije. Z 
dinamičnimi farmakofori oz. dinofori lahko opredelimo tip interakcij med ligandom in tarčo 






β-Karbolini so naravne spojine, ki reverzibilno zavirajo delovanje MAO. Z zaviranjem 
MAO β-karbolini zmanjšajo nastajanje vodikovega peroksida, s tem zmanjšujejo oksidativni 
stres v celici in posledično tudi nevrodegenerativne procese povezane z njim. V magistrski 
nalogi bomo z metodami molekulskega modeliranja ovrednotili geometrijski in energijski 
vidik vezave skupine β-karbolinov v aktivno mesto MAO A. Z metodo molekulskega 
sidranja bomo proučili geometrijske konformacije sidranih struktur in jih primerjali z že 
znano kristalno strukturo enega izmed predstavnikov β-karbolinov v aktivnem mestu MAO 
A. Pri tem bomo ocenili tudi sposobnost izbrane metode za energijsko napoved vezave 
zaviralcev v aktivno mesto. Izbranim sidranim konformacijam bomo določili tudi 
farmakofor. S simulacijami molekulske dinamike bomo spremljali obnašanje zaviralca v 
aktivnem mestu v času simulacije. Ovrednotili bomo gibanje zaviralcev v aktivnem mestu 
in te podatke primerjali z eksperimentalnimi prostimi energijami vezave β-karbolinov. 
Izbranim zaviralcem bomo izračunali dinofore in s tem pridobili vpogled v svet interakcij 
posameznih delov zaviralca z AK vezavnega mesta med MD simulacijo. Metodo LIE 
(linearna interakcijska energija) bomo uporabili za napoved energije vezave zaviralcev v 
aktivno mesto. Pri tem bomo ugotovitve primerjali z eksperimentalnimi podatki vezave iz 
literature. Z analizo vseh zbranih podatkov o geometriji in energiji vezave β-karbolinov v 
aktivno mesto MAO A bomo oblikovali farmakofor za našo skupino spojin in na podlagi 
strukture aktivnega mesta predlagali mesta optimizacije strukture spojin za doseganje 
boljšega zaviranja encima.  
Cilji magistrske naloge so:  
• z različnimi metodami molekulskega modeliranja ovrednotiti geometrijo vezave 
izbranih predstavnikov β-karbolinov v aktivno mesto MAO A,  
• z metodo linearne interakcijske energije ovrednotiti energijski vidik vezave β-
karbolinov v aktivno mesto, 
• oblikovati SAR in napovedati različne možnosti optimizacije strukture zaviralcev za 




3. Materiali in metode 
3.1  Materiali  
Eksperimentalno rešena kristalna struktura MAO A encima z reverzibilnem zaviralcem 
harminom (spojina 6), pridobljena iz baze Protein Data Bank (PDB koda: 2Z5X), je služila 
kot osnova naših študij molekulskega sidranja in MD. Nabor spojin je predstavljal pet β-
karbolinov brez kvarternega dušikovega atoma in šest β-karbolinov s kvarternim dušikovim 
atomom, ki je predstavljen na sliki 5. Strukture preučevanih spojin smo pripravili s 
spreminjanjem konformacije spojine 6, pridobljene iz PDB v programu Pymol (55). Z 
delnim hidrogeniranjem piridinskega obroča smo pridobili strukturi spojin 9 in 10. Strukturi 
spojin 1 in 3 smo pridobili tako, da smo iz spojine 6 odstranili metoksi skupino. Pri spojini 
1 pa smo morali odstraniti tudi metilno skupino piridinskega obroča spojine 6. Na podoben 
način smo pridobili tudi strukture ostalih spojin.  
Nomenklaturo spojin smo povzeli po IUPAC nomenklaturi in Farmacevtskem 
terminološkem slovarju (56,57). Biokemijske izraze smo povzeli po Biokemijskem 










3.2  Metode 
3.2.1 Molekulsko sidranje 
Molekulsko sidranje izbranih zaviralcev smo izvedli na kristalni strukturi MAO A encima z 
vezanim harminom v aktivnem mestu (PDB koda: 2Z5X) in z uporabo programa GOLD 
5.3.0 (The Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC), Velika Britanija) (59). 
Privzeta cenilna funkcija programa GOLD je CHEMPLP (The Cambridge Crystallographic 
Data Centre (CCDC), Velika Britanija), saj se rezultati pridobljeni s to cenilno funkcijo 
najbolje ujemajo z eksperimentalnimi napovedmi. Katera cenilna funkcija bo najbolje 
opisala rešitve postavljenega problema, je odvisno od preiskovanega problema samega. Z 
namenom, da bi določili cenilno funkcijo, ki najbolje napoveduje geometrijske konformacije 
zaviralcev v aktivnem mestu, smo v programu GOLD uporabili naslednje cenilne funkcije: 
GoldScore (The Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC), Velika Britanija), 
ChemScore (The Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC), Velika Britanija) in 
CHEMPLP (The Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC), Velika Britanija) (60).  
Vse tri uporabljene cenilne funkcije spadajo med empirične cenilne funkcije, kjer je vezavna 
energija sestavljena iz vsote različnih členov, ki so bili izpeljani iz eksperimentalnih 
podatkov. Uporabljeni členi opisujejo H-vezi, hidrofobne interakcije, interakcije s 
kovinskimi ioni ipd. (61).  
Na koncu procesa molekulskega sidranja vsaka cenilna funkcija izbere skupino 
geometrijskih konformacij posameznega zaviralca, ki kažejo najbolj ugodno energijo 
vezave, in jih ustrezno razvrsti. Vsako konformacijo smo ocenili glede na kristalno določeno 
geometrijsko konformacijo harmina. Konformacije, ki so od te geometrijske konformacije 
odstopale, smo iz analize izločili. Vsaka konformacija generirana z molekulskim sidranjem 






Vezavno mesto je obsegalo vse atome v prostoru krogle s polmerom 20 Å s središčem na 
dušikovem atomu kofaktorja FAD. Pred začetkom procesa sidranja smo iz izbrane krogle 
odstranili vse molekule vode, razen tistih sedem, ki se tudi v kristalni strukturi nahajajo v 
vezavnem mestu. Molekule vode so z rdečo barvo prikazane na sliki 6. Tako so se med 
sidranjem zaviralci prilagodili glede na položaj prisotnih molekul vod. Ohranili smo 
standardna protonacijska stanja aminokislinskih ostankov pri nevtralnem pH. Konformacijo 
harmina, zaviralca, ki so ga uspeli kristalizirati vezanega v aktivnem mestu encima MAO A, 
smo uporabili kot referenčno konformacijo, s katero smo primerjali sidrane konformacije 
izbranih β-karbolinov v aktivnem mestu MAO A.  
 
Slika 6: Prikaz molekule harmina v aktivnem mestu MAO A. AK so obarvane z rumeno 
barvo, molekule vode pa z rdečo barvo (povzeto po (16)). 
Vezavne konformacije zaviralcev smo določili po 25-ih krogih optimizacije genetskega 
algoritma s sledečimi nastavitvami: velikost populacije – 100, selekcijski pritisk – 1,1, 
število operacij – 100 000, število otokov – 5, velikost niše – 2, pogostost križanja – 95, 
pogostost mutacij – 95, pogostost migracije – 10 (24). Genetski algoritem oponaša proces 
naravne selekcije, kjer z vsako novo generacijo sidranih konformacij ohranja tiste 
konformacije sidranih zaviralcev, ki izkazujejo ugodne interakcije z aktivnim mestom in 
ugodno lego v aktivnem mestu. S programom LigandScout (Inte:Ligand, Avstrija) smo za 
izbrane spojine določili tudi farmakofore. Farmakofori glede na lastnosti vezavnega mesta 
in sidranega zaviralca napovejo interakcije, ki jih zaviralec tvori z vezavnim mestom. Pomen 








































Slika 7: Primeri farmakofornih elementov in dva primera farmakoforov generiranih s 
programom LigandScout (Inte:Ligand, Avstrija). Slika je povzeta po referenci (62). 
Ocene proste energije vezave posamezne cenilne funkcije smo primerjali z eksperimentalno 
določenimi prostimi energijami vezave harmanov v aktivno mesto MAO A (7). Medsebojno 
odvisnost ocene energije vezave konformacij, pridobljenih z molekulskim sidranjem in 
eksperimentalnimi prostimi energijami vezave harmanov, smo ovrednotili s koeficientom 
R2. Bližje kot je koeficient R2 vrednosti 1, večje je ujemanje energije vezave napovedane z 




3.2.2 Molekulska dinamika 
3.2.2.1 Priprava preučevanih spojin za molekulsko simulacijo 
Pred pričetkom izvajanja molekulskih simulacij smo za vsako spojino razvili parametre polja 
sil. Simulacije smo izvedli z OPLS-AA poljem sil, ki je optimizirano za določanje 
termodinamičnih lastnosti v tekočem stanju. Vsako spojino smo ekstrahirali iz njenega 
kompleksa s proteinom in jo optimizirali na Hartree-Fock nivoju teorije z uporabo 6-31G(d) 
baznega seta, s pomočjo programskega paketa Gaussian 16. (Carnegie Mellon University, 
Pittsburgh) (63). Delne naboje spojin smo določili po RESP shemi, ki atomske delne naboje 
določi na podlagi teorije kvantne mehanike. Atomske naboje smo za naš set spojin pridobili 
s prileganjem na HF/6-13G(d) izračunane elektrostatske potenciale po RESP shemi s 
pomočjo AmberTools18 (University of California, San Francisco) (64). Atomski tipi in delni 
naboji atomov posamezne spojine so prikazani v prilogah I-XI. Parametre polja sil smo 
razvili s ffld_server sistemom Maestro grafičnega vmesnika (Schrödinger Inc, New York) 
(65). MAO encim smo parametrizirali po postopkih opisanih v članku (22).  
Iz prvotnega encimskega kompleksa s harminom smo odstranili vse kristalno vezane 
molekule vode in okoli vezavnega mesta s središčem na dušikovem atomu pirolnega dela 
spojine oblikovali prostor krogle z radijem 30 Å, ki smo ga napolnili s TIP3P molekulami 
vode. TIP3P je tritočkovni model molekule vode, kjer vsaka točka predstavlja posamezen 
atom v molekuli vode, kateremu pripišemo naboj; točki, ki predstavlja kisikov atom, 
pripišemo tudi parametre Lennard-Jonesovega potenciala. Nevezano stanje sistema je 
predstavljala spojina harmina s podobno zasnovano kroglo vodnih molekul radija 30 Å s 
središčem na pirolnem dušikovem atomu. Zaviralec v nevezanem in vezanem stanju je 
prikazan na sliki 8. Vse datoteke za pričetek simulacij MD smo pridobili z uporabo qprep5 






3.2.2.2 Simulacije molekulske dinamike 
Oceno proste energije vezave smo pridobili z generiranjem simulacij MD posamezne spojine 
v nevezanem stanju v vodni raztopini in vezanem stanju s pomočjo qdyn5 pripomočka 
paketa Q v. 5.06 (66). Simulacijo molekulske dinamike smo izvedli za vse spojine prikazane 
na sliki 5. 
V nevezanem stanju smo centralni dušikov atom spojine s silo 100 kcal (mol-1 Å-2) pritrdili 
v konformacijo kristalno določene strukture harmina vezane v aktivnem mestu MAO A. S 
tem smo se izognili difuziji spojine na rob simulacijske sfere. 
Na začetku molekulske simulacije smo sistem v 14 ločenih korakih sprostili s počasnim 
dvigovanjem temperature in povečevanjem velikosti integracijskega koraka. Prva dva 
koraka sproščanja smo izvedli pri temperaturi 5 K in dolžini integracijskega koraka 0,005 fs 
in 0,01 fs. V vezanem stanju smo protein in zaviralec pritrdili na primarne koordinate 
kompleksa harmin-encim, tako smo dovolili le premikanje molekul vode. V nadaljevanju 
smo sistem sprostili v petih dodatnih korakih pri temperaturi 5 K. Sistem smo nato dodatno 
segrevali še v petih korakih velikosti 40000 integracijskih korakov po 1 fs in višanjem 
temperature po 50 K – z začetkom pri 50 K in koncem pri 250 K. Zadnji dve simulaciji smo 
izvedli v 5000000 integracijskih korakih pri 298 K. Podrobnejši opis posameznega koraka 
ekvalibracije je povzet v preglednici III (67).   
  
Slika 8: Zaviralec (harmin) v nevezanem stanju (levo) in v vezanem stanju (desno) 




Preglednica III: Sproščanje sistema molekulske simulacije. Sistem smo sprostili z višanjem 
temperature sistema v 14 korakih. Podano je število integracijskih korakov, dolžina 
integracijskega koraka in temperatura, pri kateri je ekvilibracija potekala. Integracijski korak 











1 30 000 0,005 5 
2 20 000 0,01 5 
3 20 000 0,01 5 
4 20 000 0,04 5 
5 20 000 0,1 5 
6 20 000 0,3 5 
7 50 000 1 5 
8 40 000 1 50 
9 40 000 1 100 
10 40 000 1 150 
11 40 000 1 200 
12 40 000 1 250 
13 100 000 1 298 
14 100 000 2 298 
Podatke za izračun proste energije vezave smo pridobili iz 10 zaporednih simulacij s 
5000000 integracijskimi koraki velikosti 2,0 fs pri 298 K. Za vsako preiskovano spojino smo 
torej pridobili 0,1 μs dolgo simulacijo molekulske dinamike za vezano in za nevezano stanje.  
Rezultate simulacij molekulske dinamike smo analizirali in vizualizirali s pomočjo programa 





3.2.2.3 Dinofori  
Farmakofori so oblikovani na podlagi kristalne strukture zaviralca in proteina ali posnetka 
simulacije MD. Farmakofor tako omogoča statičen vpogled v interakcije med tarčo in 
zaviralcem. Dinofor lahko opredelimo kot dinamično obliko farmakofora, saj za razliko od 
statičnega 3D farmakofora vključujejo informacijo o vseh konformacijskih stanjih 
molekulskega sistema tekom MD simulacije. Dinofore izbranih predstavnikov β-karbolinov 
smo ustvarili v programu DynophoreApp, ki so ga razvili v laboratoriju Gerharda Wolberja 
na Freie Universität Berlin, v Nemčiji (69).  
Program DynophoreApp dinofore ustvarja tako, da za vsako konformacijo zaviralca v 
posamezni trajektoriji molekulske dinamike ustvari farmakofor. Farmakoforne elemente, ki 
se tekom dinamike pojavljajo na istem delu molekule, na koncu združi v t. i. superelemente. 
Superelementi so vezani na tip interakcije in na atome zaviralca, ki to interakcijo tvorijo z 
aktivnim mestom. Posamezne superelemente in njihove partnerje iz aktivnega mesta 
statistično analiziramo glede na to, kako pogosto se posamezna interakcije tvori in kje se 
zaviralec v tem trenutku nahaja glede na aktivno mesto. Dinamične farmakofore 
predstavimo kot skupek superelementov v aktivnem mestu ali grafično v odvisnosti od časa 
MD simulacije. Predstavitev dinfora je prikazana na sliki 9.  
  
Slika 9: Dinofor spojine 1 v obliki skupka ''superelementov'' v aktivnem mestu (levo). 
Grafična predstavitev interakcij spojine tekom molekulske dinamike (desno). 
Vhodni podatki za izračun dinoforov sta datoteki PMZ in DCD formata. Datoteka formata 




vodo in ione. Informacije o posamezni trajektoriji za vsak shranjen korak MD simulacije so 
shranjene v datoteki formata DCD.  
Dinofore smo izračunali na računalniški gruči laboratorija prof. Gerharda Wolberja na Freie 
Universität Berlin. 
3.2.2.4 RMSD analiza  
Trajektorije MD simulacije smo analizirali z uporabo RMSD parametra (ang. Root-Mean-
Square Deviation), ki predstavlja standardno deviacijo razdalje posameznih atomov 
zaviralca glede na referenčno strukturo. RMSD posameznega zaviralca glede na referenčno 
konfiguracijo smo določili z enačbo 2. Referenčna struktura je v našem primeru predstavljala 
konfiguracijo vezanega harmina v MAO A iz kristaliziranega kompleksa med njima (PDB 
2z5x).  
:;<= = >1? @ A,","2.  
Enačba 2: Formula za izračun RMSD.; A," predstavlja razdaljo med atomoma i in j, N je 
število primerjanih razdalj. 




3.2.3 Izračun proste energije vezave zaviralca v aktivno mesto z metodo 
linearne interakcijske energije (LIE) 
Najbolj pomembna vloga računskega vrednotenja liganda na osnovi strukture tarče je 
napoved vezavne afinitete za predviden kompleks ligand-receptor. Za oceno vezavne 
afinitete je bilo razvitih nekaj pristopov, ki se razlikujejo v pravilnosti oz. natančnosti 
napovedi proste energije vezave in porabljenem računalniškem času (70).  
Na razpolago je  več metod, ki omogočajo izračun proste energije vezave. Ena od teh metod 
je metoda perturbacije proste energije (ang. Free Energy Perturbation - FEP), kjer polje sil, 
ki ustreza stanju A, postopoma spreminjamo v stanje B. Stanje A je tipično ligand v 
vezavnem mestu, stanje B pa je ligand v vodni raztopini. Tekom FEP molekulske simulacije 
tako daljšamo virtualno vez med ligandom in enim od atomov v vezavnem mestu encima. 
Metoda FEP je zahtevna, saj zahteva termično povprečenje za fleksibilno makromolekulo in 
molekule topila, kar zahteva dolge simulacije in s tem veliko procesorskega časa. Zlasti 
zahtevno je vstopanje oz. izstopanje liganda iz aktivnega mesta v okolje vodne raztopine, ki 
zahteva znatne konformacijske spremembe proteina. Poleg metode FEP lahko za natančnejši 
izračun vezavne energije uporabimo tudi metodo termodinamske integracije (TI) (50,71).  
Johan Åqvist s sodelavci je za napoved prostih energij vezave razvil metodo linearne 
interakcijske energije (LIE), ki upošteva absolutno prosto energijo vezave liganda 
(∆CDEF) kot spremembo v prosti energiji med prehodom liganda iz vodnega okolja 
(nevezano stanje) v solvatirano vezavno mesto (vezano stanje), kar lahko zapišemo z enačbo 
3. V enačbi 3 oznaki 'p' in 'w' predstavljata oznako okolja, v katerem se ligand nahaja – 
protein (p) ali voda (w), medtem ko ∆CGH  predstavlja spremembo v prosti energiji premika 
molekule iz plinske faze v ustrezno okolje (71). Termodinamski cikel LIE metode je 





∆CDEF = ∆CIHJ K −  ∆CGHL K 
Enačba 3: Prosta energija liganda kot sprememba v prosti energiji liganda pri prehodu iz 
vodnega okolja v solvatirano vezavno mesto proteina. 
 
Slika 10: Termodinamski cikel LIE metode. S črko P je označen protein, s črko L pa 
ligand. Protein in ligand se nahajata v vodnem okolju, prikazanem z modro barvo. Črtkano 
obkrožen ligand predstavlja razklopljeno stanje, kjer izklopimo vse nevezne interakcije 
(72). 
Prispevek polarnih interakcij dobimo z uporabo elektrostatske linearne aproksimacije, 
medtem ko prispevek nepolarnih interakcij opišemo z Lennard – Jonesovim (van der Waals) 
potencialom, ki linearno sovpada z velikostjo polarnih in nepolarnih ligandov. Prosta 
energija vezave je podana z enačbo 4, kjer 〈 〉 predstavlja energijsko povprečje 
elektrostatskih (el) ali neveznih van der Waals (vdW) interakcij simulacij MD v nevezanem 
ali vezanem stanju liganda. Razliko med energetskimi povprečji v nevezanem in vezanem 




in β, za polarne interakcije; v nekaterih primerih lahko za set spojin uvedemo tudi parameter 
γ in s tem izboljšamo prileganje. Korektivni koeficient γ uvedemo v primeru hidrofobnih 
aktivnih mest in tako zagotovimo boljše ujemanje z LIE metodo izračunanih prostih energij 
vezave z eksperimentalno določenimi prostimi energijami vezave (73). Vrednosti utežnih 
koeficientov α, β in γ smo na podlagi energijskih povprečij van der Waalsovih in 
elektrostatskih interakcij tekom simulacije MD določili z metodo linearne aproksimacije.  
 ∆COEO = PQ〈HRFS〉OE − 〈HRFS〉EOET + U{〈HRH 〉OE − 〈HRH 〉EOE} +  X 
 
Enačba 4: Enačba za izračun proste energije vezave liganda z metodo LIE. HRFS   
predstavlja energijski prispevek van der Waalsovih sil liganda z okolico, HRH  predstavlja 
energijski prispevek elektrostatskih sil liganda z okolico. Ligand je lahko vezan v proteinu 
– vezano stanje ali obdan z vodnimi molekulami – nevezano stanje. Koeficient α je utežni 
koeficient za van der Waalsove sile, β je utežni koeficient za elektrostatski doprinos k 





4. Rezultati in razprava 
4.1  Geometrijska analiza in ocena vezavne energije izbranih zaviralcev 
z aktivnim mestom MAO A 
Metodo molekulskega sidranja smo uporabili za geometrijsko analizo in oceno vezavne 
energije izbranih zaviralcev z aktivnim mestom MAO A. Pri tem smo analizirali nabor spojin 
kot celoto ter izpostavili skupne lastnosti in razlike njihovih farmakoforov. V nadaljevanju 
smo se osredotočili na tri strukturno različne zaviralce in podrobno analizirali njihove 
interakcije z vezavnim mestom. Slika 11 predstavlja splošno strukturo ogrodja β-karbolinov 
in oštevilčenje njenih atomov.  
4.1.1 Geometrijska analiza različnih konformacij izbranih β- karbolinov v 
aktivno mesto MAO A 
V prvi fazi analize rezultatov molekulskega sidranja smo pri vsaki uporabljeni cenilni 
funkciji ovrednotili geometrijsko lego sidranih konformacij zaviralca 6 (harmin) in jih 
primerjali s konformacijo kristalno določene strukture spojine 6 vezane v aktivnem mestu 
MAO A. Pri tem smo ugotovili, da vse cenilne funkcije v primerjavi s kristalno strukturo 
spojine 6 v vezavnem mestu dobro napovejo, kje in v kakšni konfiguraciji se spojina 6 veže 
v aktivno mesto MAO A. Slika 12 prikazuje primerjavo vezavne konformacije sidranega 
 




zaviralca in vezavne konformacije zaviralca napovedane s kristalno strukturo, kjer lahko 
opazimo dobro prekrivanje obeh vezavnih konformacij. 
 
 
Slika 12: Reprodukcija vezavne konformacije spojine 6 v aktivnem mestu MAO A. 
Sidrana molekula je obarvana zeleno, spojina vezana v kristalnem kompleksu je obarvana 
sivo. Uporabljena cenilna funkcija je Goldscore. 
Molekulsko sidranje je primerna metoda za napovedovanje geometrije vezave β-karbolinov 
v vezavno mesto MAO A, saj se sidrane konformacije vseh zaviralcev (1-11) ujemajo s 
kristalno napovedano konformacijo spojine 6. Uporabljena metoda molekulskega sidranja 
pravilno napove mesto vezave β-karbolinov v aktivnem mestu. Čeprav se sidrane 
konformacije zaviralcev prekrivajo s konformacijo spojine 6, napovedane s kristalno 
strukturo, se v nekaterih primerih spremeni konfiguracija nekaterih sidranih konformacij 
glede na kristalno napovedano konformacijo spojine 6. Sidrane konformacije moramo 
ustrezno ovrednotiti glede na aminokislinsko sestavo aktivnega mesta in že obstoječe 
kristalne strukture podobnih zaviralcev v aktivnem mestu. 
Vse sidrane zaviralce smo primerjali s kristalno vezano konformacijo spojine 6 in pri tem 
ugotovili, da se dva zaviralca (spojini 2 in 5) ne prilegata kristalno vezani konformaciji, saj 
se v vezavno mesto vežejo z drugačno konformacijo. Te spojine smo izločili iz nadaljnje 




4.1.2 Vrednotenje interakcij β-karbolinov z aktivnim mestom MAO A s 
farmakofori 
S programom LigandScout lahko vsaki sidrani konformaciji določimo farmakofor, ki na 
podlagi strukture zaviralca predvideva, s katerimi deli spojine zaviralec tvori interakcije z 
bližnjimi aminokislinami v aktivnem mestu. Farmakofore smo tvorili za sidrane 
konformacije, ki smo jih določili s cenilno funkcijo Goldscore.  
Vsi β-karbolini brez kvarternega dušikovega atoma, razen spojine 9, kjer piridinski obroč ni 
popolnoma aromatiziran, glede na dobljene farmakofore z vsemi tremi aromatskimi obroči 
tvorijo hidrofobne interakcije z aktivnim mestom. Sidrane spojine tvorijo hidrofobne 
interakcije z nepolarnimi aminokislinskimi ostanki, kot so tirozin: (Tyr407), izolevcin 
(Ile180 in Ile335), levcin (Leu337), fenilalanin (Phe208 in Phe352) in metionin (Met350). 
V kolikor je sidranemu zaviralcu dodana metilna skupina, tudi ta s tirozinskim AK ostankom 
v vezavnem mestu tvori hidrofobne interakcije. Piridinski dušikov atom je pri vseh zaviralcih 
brez kvarternega dušikovega atoma akceptor vodikovih vezi, medtem ko je pirolni dušikov 
atom donor vodikovih vezi. Akceptor vodikovih vezi tvori interakcije s tirozinskimi AK 
ostanki in donor vodikovih vezi z vodo. Nekateri β-karbolini imajo kot substituent na 
benzenskem obroču na mestih C6 in C7 dodano metoksi skupino (spojine 6, 9 in 10). Kisik 
metoksi skupine bi lahko kot akceptor vodikovih vezi z aktivnim mestom tvoril dodatne 
interakcije, vendar farmakofori te interakcije ne napovedujejo. 
Farmakofori spojin s kvarternim dušikovim atomom napovedujejo manj interakcij z 
aktivnim mestom kot farmakofori spojin brez kvarternega dušikovega atoma. Napovedane 
so predvsem hidrofobne interakcije z aktivnim mestom, ki jih zaviralci s kvarternim 
dušikovim atomom tvorijo z benzenskim delom strukture. Piridinski dušikov atom β-
karbolinov s kvarternim dušikovim atomom predstavlja kationski center. Interakcije s 
kationskim centrom napovedujeta le farmakofora spojin 8 in 11. Pri spojinah 8 in 11 se 
interakcije tvorijo med kvarternim dušikom in fenilalaninskim ostankom. Kisikov atom 
metoksi skupine je v farmakoforih dveh zaviralcev s kvarternim dušikovim atomom 
predstavljen kot akceptor vodikovih vezi, ki interagira z vodo ali tirozinskim AK ostankom.  
Spojina 1 je najpreprostejši predstavnik harmanov, saj je sestavljen le iz osnovnega 
aromatskega obroča brez dodanih funkcionalnih skupin. Kot je prikazano na sliki 13, spojina 




aromatskimi AK ostanki. Piridinski dušikov atom je akceptor vodikove vezi. Tvorba 
vodikovih vezi je predstavljena tudi v farmakoforu, kjer piridinski dušikov atom tvori 
interakcije z dvema molekulama vode, ki predstavljata donorja vodikovih vezi. Spojina 1 je 
glede na eksperimentalne podatke najšibkejši zaviralec v našem naboru spojin. To dejstvo 
potrjuje tudi farmakofor, ki napoveduje le dve vrsti interakcij – vodikove in hidrofobne 
interakcije. Manj interakcij kot zaviralec tvori z aktivnim mestom, slabši zaviralec je. 
 
Slika 13: Farmakofor spojine 1 in napovedane interakcije zaviralca z AK vezavnega 
mesta. Molekule vode so označene z rdečo barvo. AK, ki z zaviralcem tvorijo hidrofobne 
interakcije, so obarvane z rumeno barvo. 
S preučevanjem kristalne strukture spojine 6 v aktivnem mestu MAO A so določili naslednje 
interakcije spojine 6 z aminokislinami v aktivnem mestu: Tyr69, Asn181, Phe208, Val210, 
Gln215, Cys323, Ile325, Ile335, Leu337, Phe352, Tyr407, Tyr444 in kofaktorjem FAD (16). 
Na sliki 14 je prikazan farmakofor zaviralcev 6 in 10. Farmakofor spojine 6 napoveduje 
približno polovico interakcij, ki so napovedane s kristalno strukturo kompleksa spojina 6-
MAO A. Opisane so predvsem hidrofobne interakcije aromatskih obročev z aminokislinami 
kot so: fenilamin (Phe352 in Phe208), tirozin (Tyr444, Tyr409 in Tyr69) in izolevcin (Ile335 
in Ile180). Farmakofor prepozna možnost za tvorbo vodikovih vezi dušikovih atomov z 





Slika 14: Farmakofor zaviralca 6 (levo) in zaviralca 10 (desno) ter aminokisline, s 
katerimi zaviralca tvorita nevezne interakcije. 
Sidrane konformacije, ki so drugačne od kristalno vezane konformacije zaviralca, v 
farmakoforu izražajo samo hidrofobne interakcije brez dodatnih interakcij z vodikovimi 
vezmi. Konformacija, ki je drugačna od konformacije spojine 6 napovedane s kristalno 
strukturo, je lahko za zaviranje neugodna, saj glede na farmakoforno analizo take spojine 
izražajo manj interakcij z okolico. 
4.1.3 Ocena vezavne energije β-karbolinov z vezavnim mestom MAO A 
Z metodo molekulskega sidranja smo ocenili, v kakšni meri se rezultati molekulskega 
sidranja ujemajo z eksperimentalnimi podatki proste energije vezave skupine harmanov z 
aktivnim mestom MAO A (7). Pri tem smo uporabili več cenilnih funkcij, in sicer Goldscore, 
Chemscore in ChemPLP.  
Kot je razvidno iz slike 15, je med koeficientom za oceno energije vezave sidranih 
konformacij β-karbolinov in eksperimentalno pridobljenimi prostimi energijami vezave 
majhna korelacija. Najnižji koeficient R2 in s tem tudi najslabšo korelacijo daje cenilna 
funkcija ChemScore, najboljšo korelacijo pa daje cenilna funkcija Goldscore. Vseeno pa tudi 
cenilna funkcija z največjo korelacijo daje razmeroma majhen R2 (0,2023). Molekulsko 
sidranje ima dobro napoved geometrije vezave, za oceno energije vezave pa bi bila potrebna 













GoldScore Goldscore.Fitness 0,2023 
ChemScore Chemscore.Fitness 0,015 
ChemPLP PLP.Fitness 0,118 
Slika 15: Korelacija ocen proste energije vezave geometrijskih konformacij cenilnih funkcij 
s prostimi energijami harmanov pridobljenih z eksperimentom. Korelacijo smo ocenili s 
koeficientom R2. 
4.2  Molekulska dinamika 
4.2.1 Ocena premikov zaviralca v aktivnem mestu MAO A z določanjem 
RMSD tekom molekulske dinamike 
V sklopu molekulske dinamike smo geometrijsko obnašanje zaviralca v aktivnem mestu 
MAO A ocenili z dinofori in določanjem RMSD vrednosti zaviralcev tekom 100 ns 
molekulske dinamike.  
Kot je razvidno iz slike 16, se RMSD vrednosti gibljejo med 1,1 in 3,7 Å. Večja vrednost 
RMSD pomeni, da se zaviralec tekom molekulske dinamike v aktivnem mestu bolj premika. 
Primer spojin z visokimi RMSD vrednostmi so spojine 1, 10 in 11. Manjša vrednost RMSD 
pomeni, da je zaviralec v aktivnem mestu bolj statičen in brez večjih premikov. Primeri takih 



















Slika 16: Povprečje RMSD vrednosti zaviralcev v 100 ns dolgi molekulski dinamiki 
(levo) in primera grafičnega prikaza RMSD vrednosti tekom 100 ns dolge molekulske 
dinamike za spojino z največjo (spojina 1, zgoraj) in najmanjšo (spojina 2, spodaj) 
povprečno RMSD vrednostjo. 
Samo na podlagi povprečnih RMSD vrednosti posameznega zaviralca težko sklepamo, kako 
močen zaviralec MAO je spojina. Spojina 1 je najenostavnejši predstavnik β-karbolinov, saj 
na osnovnem aromatskem obroču nima dodatnih funkcionalnih skupin. Njegova povprečna 
RMSD vrednost je največja in znaša 3,662 Å. Spojina 1 je glede na eksperimentalne 
vrednosti zaviralnih konstant tudi najšibkejši zaviralec MAO A (7). Višji RMSD pa ne 
korelira vedno s slabšim zaviranjem encima in obratno. Spojina 2, ki ima sicer najnižji 
RMSD, je tako kot spojina 1 šibek zaviralec MAO A. Spojina 6, ki je z najnižjo konstanto 
zaviranja najmočnejši zaviralec encima MAO A, se v aktivnem mestu premika v povprečju 




Boljši vpogled v dogajanje v aktivnem mestu tekom molekulske dinamike nam dajo grafične 
predstavitve RMSD vrednosti v odvisnosti od časa simulacije, kjer je v vsakem posnetku 
MD določena RMSD vrednost tega zaviralca. Pri spojinah 1, 6 in 10 v grafu RMSD v 
odvisnosti od simulacijskega časa opazimo nenadna povečanja RMSD vrednosti, kar pomeni 
večji premik spojine v aktivnem mestu. RMSD analiza nam je tako v pomoč pri preučevanju 
potovanja zaviralcev tekom molekulske simulacije. 
4.2.2 Študij interakcij β-karbolinov z aktivnim mestom MAO A z analizo 
dinofornih modelov  
Za študij interakcij zaviralcev z AK vezavnega mesta smo uporabili metodo dinoforov.  
Vsi zaviralci brez kvarternega dušikovega atoma v svojih dinforih kažejo veliko hidrofobnih 
interakcij preko sistema aromatskih obročev z aminokislinami Leu337, Phe208, Val210 in 
Ile335. Opazimo lahko, da z delnim nasičenjem piridinskega obroča, primer tega sta nenabiti 
spojini 9 in 10, postane hidrofobna interakcija s hidrofobnimi aminokislinami manjša.  
Nekateri zaviralci imajo na osnovnem aromatskem obroču pripete dodatne funkcionalne 
skupine. Dinofori kažejo, da je z uvedbo metilne skupine na C1 atomu molekula stabilizirana 
z dodatnimi hidrofobnimi interakcijami s hidrofobnimi aminokislinami (slika 11). Čeprav je 
dušikov atom piridinskega obroča pri vseh spojinah brez kvarternega dušikovega atoma 
akceptor vodikove vezi, lahko opazimo, da je ta učinek pri spojinah 9 in 10 manjši, verjetno 
zaradi modifikacije aromatskega obroča. Dušikovi elektroni imajo zaradi delnega nasičenja 
aromatskega obroča manjšo površino, po kateri se lahko razporedijo, in s tem tudi manjšo 
verjetnost tvorbe vodikove vezi. 
Dinofori zaviralcev s kvarternim dušikovim atomom opisujejo predvsem hidrofobne 
interakcije. Izjema je spojina 11, kjer ima pirolni dušikov atom vlogo prejemnika vodikove 
vezi, in spojini 7 in 8, kjer je kisikov atom predviden kot akceptor vodikove vezi. Spojina 
11 spada med šibkejše zaviralce MAO A. Slabše zaviranje lahko razložimo s pravokotno 
lego spojine glede na hidrofobno špranjo aktivnega mesta, ki je neugodna za zaviranje 
encima.  
Zaključimo lahko, da so gonilna sila vezave harmanov v aktivno mesto MAO A predvsem 
nepolarne interakcije s hidrofobnimi aminokislinami. Zaviralci z metoksi skupino vezano na 




ali zaviralcev, ki imajo metoksi skupino vezano na drugih atomih (npr. na mestu C6, slika 
11). Metoksi skupina nudi spojini možnost akceptorskih vodikovih vezi in dodatno 





4.2.3 Geometrijska obravnava strukturno različnih β-karbolinov v 
aktivnem mestu MAO A  
V tem poglavju bomo obravnavali strukturno različne β-karboline in primerjali njihovo 
aktivnost glede na interakcije v aktivnem mestu MAO A.  
Spojina 1 ima glede na ostale spojine eno izmed najvišjih RMSD vrednosti (3,662 Å). Slika 
18 prikazuje nihanje RMSD vrednosti spojine 1 v 100 ns dolgi molekulski dinamiki. V prvih 
30 ns molekulske dinamike ima spojina 1 nizke RMSD vrednosti. Okoli 30 ns pa se RMSD 
vrednost dvigne na približno 5 Å. Vpogled v molekulsko dinamiko spojine 1 kaže, da se 
zaviralec tekom molekulske dinamike obrne, kar je prikazano na sliki 17. Sprememba 
konformacije zaviralca v aktivnem mestu se zgodi prav okoli 30 ns. Takrat opazimo tudi 
povečanje RMSD vrednosti na sliki 18.  
  
Slika 17: Položaj in dinofor zaviralca 1 v vzporedni legi glede na aktivno mesto v prvih 
30 ns molekulske dinamike (levo) ter položaj in dinofor zaviralca v pravokotni legi glede 








Slika 18: Grafična predstavitev interakcij spojine 1 z AK v tarčnem mestu kaže, da so v 
prvih 30 ns molekulske dinamike v dinoforu prisotne interakcije z AK hidrofobnega žepa 
kot sta Tyr444 in Tyr407. V zadnjih 70 ns pa se interakcije s hidrofobnimi AK prekinejo, 
vzpostavijo se interakcije z drugimi AK. Tudi v grafu RMSD v odvisnosti od časa 
simulacije je viden preskok RMSD k višjim vrednostim, ki korelira s premikom spojine v 
aktivnem mestu. Spodaj desno je podana grafična analiza dinofora spojine 1. Modra barva 
predstavlja hidrofobne interakcije, rumena barva predstavlja akceptorje vodikovih vezi in 
rdeča barva donorje vodikovih vezi. 
Slika 18 prikazuje RMSD in dinofor spojine 1. Dinoforna analiza interakcij spojine 1 z 
aktivnim mestom prikazuje spremembo položaja zaviralca v aktivnem mestu tekom 




vrednost nižja. Ta položaj se ujema s konformacijo spojine 6 določene s kristalno strukturo, 
ki izraža močno zaviranje encima. Po 30 ns dinamike pa se spojina 1 obrne za 90˚ in v takem 
položaju ostane do konca dinamike. Spremembe položaja zaviralca iz vzporedne lege v 
pravokotno lego tekom molekulske dinamike je prikazana na sliki 17. Analiza dinofora 
spojine 1 pokaže, da zaviralec tvori interakcije s Tyr407 28,7 % časa in s Tyr444 18,6 % 
časa molekulske dinamike. Aminokislini Tyr407 in Tyr 444 skupaj s FAD tvorita aromatsko 
kletko, ki tvori hidrofobne interakcije z aromatskim obročem zaviralca. Veliko hidrofobnih 
interakcij se torej s premikom zaviralca v pravokotno lego izgubi. 
Slika 17 prikazuje časovno odvisnost hidrofobnih interakcij zaviralca 1. Ugotovimo, da 
zaviralec izkazuje nevezne interakcije z AK hidrofobne kletke le v prvih 30 ns molekulske 
dinamike. S spremembo položaja zaviralca pravokotno glede na aromatsko kletko znotraj 
vezavnega mesta MAO A te ključne nevezne interakcije izginejo. Pravokotna lega na 
hidrofobno špranjo, ki je prikazana na sliki 17, ni ugodna za doseganje optimalnega zaviranja 
MAO A. 
Spojina 10 ima tako kot spojina 1 zelo visoke RMSD vrednosti (3,717 Å). Posebnost spojine 
10 je, da ima metoksi skupino vezano na mestu C6 in ne na mestu C7, tako kot spojine 6, 7, 
8 in 9 (slika 11). Premik substituenta povzroči večje premike v aktivnem mestu, s tem  pade 
tudi aktivnost teh spojin. Slika 19 prikazuje premik spojine 10 stran od aromatske kletke, ki 
poteka med 10 in 20 ns simulacije molekulske dinamike. Premik metoksi skupine iz mesta 
C7 na mesto C6 je za zaviranje MAO A neugoden, saj se je pri spojini 10 izkazalo, da taka 
sprememba povzroči premik zaviralca stran od aromatske kletke, kar se kaže tudi z visokimi 
povprečnimi RMSD vrednostmi simulacije MD.  
V dinoforu spojine 10 (slika 19) opazimo padec hidrofobnih interakcij aromatskega obroča, 
kar lahko pripišemo temu, da tridelni obroč ni popolnoma aromatiziran. Delno nasičenje 
aromatskega sistema zmanjša zaviranje MAO A, ki sovpada s povečanjem povprečne 
RMSD vrednosti zaviralca 10 in glede na kristalno vezano strukturo neustrezne 






Slika 19: Graf RMSD vrednosti spojine 10 tekom 100 ns dolge simulacije molekulske 
dinamike (levo). Desno je podana grafična analiza dinofora spojine 10. 
Spojina 6 je glede na eksperimentalne vrednosti konstante zaviranja najmočnejši zaviralec 
MAO A v skupini izbranih β-karbolinov (7). Analiza simulacije MD pokaže premik spojine 
6 po 40 ns bližje k aromatski kletki. Premik spojine 6 prikazuje slika 20. 
Premik zaviralca 6 je izražen tudi v spremembi izraženosti interakcij z AK aktivnega mesta 
prikazanega v dinoforu. Zaradi premika bližje k aromatski kletki zaviralec ne tvori več 
interakcij z Leu337 in Phe352. Interakcije z AK Tyr407 in Tyr444, ki tvorita hidrofobno 
aromatsko kletko znotraj aktivnega mesta, se v dinoforu pokažejo šele po premiku zaviralca 
bližje k aromatski kletki. Interakcije in premiki spojine 6 tekom molekulske dinamike so 








Slika 20: Hidrofobne interakcije spojine 6 z AK aktivnega mesta napovedane z 
dinoforom. Ob premiku zaviralca bližje k aromatski kletki, ki je prikazan s spremembo 
RMSD v grafu RMSD spojine 6 tekom 100 ns dolge molekulske simulacije, se 
vzpostavijo interakcije s Tyr407 in Tyr444. Vzpostavitev novih interakcij je prikazana 
na zgornjem grafu, ki je prestavljen s črtno kodo. Desno spodaj so prikazane vse 
interakcije, ki jih molekula tvori z okoliškimi AK. Modra barva predstavlja hidrofobne 
interakcije, rumena barva predstavlja akceptorje vodikovih vezi in rdeča barva donorje 
vodikovih vezi. Pri posamezni interakciji so naštete aminokisline, s katerimi zaviralec 
tvori interakcije in delež časa molekulske dinamike, ko je interakcija med zaviralcem in 
aminokislino vzpostavljena. 
Dinoforna analiza spojine 6 napoveduje naslednje interakcije z aminokislinami v tarčnem 
mestu: Leu337, Ile180, Ile335, Phe208, Val210, Tyr407, Tyr444, Phe352, Ser209, Cys323, 




strukturo spojine 6 v aktivnem mestu. Dinofor ne predvidi interakcij s Tyr69, Gln215 in 
Ile325, napove pa interakcije z npr. Ile180 in Tyr197, ki v kristalni strukturi MAO A z 
vezano spojino 6 niso napovedane. Na osnovi te analize lahko zaključimo, da z dinoforom 
predvidene interakcije dobro sovpadajo z interakcijami napovedanimi s kristalno strukturo. 
Z določanjem farmakofora v vsakem i-tem koraku simulacije molekulske dinamike 
oblikujemo dinofor. Dinofor za razliko od statičnega farmakofora zajema tudi gibanje 
zaviralca v aktivnem mestu, zato dinofor spojine 6 napove več interakcij kot farmakofor 
spojine 6.  
Podrobnejša analiza strukturno različnih β-karbolinov kaže, da je za optimalno zaviranje 
MAO A pomemben položaj zaviralca v aktivnem mestu. Slika 17 prikazuje spojino 1 v 
vzporedni in pravokotni konformaciji glede na aktivno mesto. Pravokotna lega, ki jo 
zavzema spojina 1 v drugem delu MD, je za zaviranje encima neugodna. Najugodnejša je 
vzporedna lega zaviralca, kot jo zavzema spojina 6, saj ta položaj omogoča hidrofobne 
interakcije zaviralca s hidrofobno kletko vezavnega mesta.   
Prisotnost delno aromatiziranega piridinskega obroča (spojina 10) je za zaviranje MAO A 
manj ugodna. Delno aromatiziran piridinski obroč tvori manj hidrofobnih interakcij z delom 
obroča, ki ni aromatiziran. Spojina 10 tvori hidrofobne interakcije z delno aromatiziranim 
piridinskim obročem le 5 % časa MD; spojini 1 in 6, ki imata popolnoma aromatiziran 
obročni sistem, pa tekom celotne MD. 
Spojini 6 in 10 imata na atomu C1  (slika 11) pripeto metilno skupino, ki omogoča dodatne 
hidrofobne interakcije in s tem boljše zaviranje encima. Ugotovimo tudi, da dodatna metoksi 
skupina v molekuli β-karbolinov omogoča dodatne vodikove interakcije. Metoksi skupina 
na mestu C7 je za vezavo in zaviranje ugodnejša, saj omogoča dodatno interakcijo z AK 
Ser209, vendar pa te interakcije metoksi skupina spojine 10 na mestu C6 ne tvori. Ugotovimo 
lahko, da za močnejše zaviranje encima MAO A ni pomembna le prisotnost metoksi skupine, 
vendar tudi mesto vezave te skupine v molekuli β-karbolina. Pri β-karbolinih je to mesto 





4.3  Študij energije vezave β-karbolinov z metodo linearne interakcijske 
energije 
Energijo vezave posameznega zaviralca v aktivno mesto smo izračunali z metodo LIE. S 
simulacijo MD zaviralca v vodi in v aktivnemu mestu smo za vsako stanje določili energijo 
neveznih interakcij, ki jih sestavlja doprinos elektrostatskih interakcij in van der Waalsovih 
interakcij. Z metodo LIE smo torej določili energetski doprinos van der Waalsovih sil, ki jih 
doprinesejo interakcije zaviralca v vodnem okolju ( ) in interakcije, ko je zaviralec v 
vezavnem mestu MAO A ( ). Na enak način smo določili tudi elektrostatske 
interakcije, kjer  predstavlja elektrostatski doprinos interakcij med zaviralcem in 
vodnim okoljem in  predstavlja elektrostatski doprinos interakcij med zaviralcem in 
aktivnim mestom encima MAO A. Vrednosti posameznih doprinosov so navedene v 
preglednici IV.  
Ugotovili smo, da je elektrostatski doprinos interakcij bolj ugoden v vodi kot v proteinu. To 
lahko pripišemo temu, da lahko zaviralec v vodi tvori več elektostatskih interakcij kot v 
hidrofobnem aktivnem mestu MAO A. Čeprav je elektrostatski del neveznih interakcij 
zaviralca z okolico ugodnejši v nevezanem stanju (zaviralec-voda), skupni seštevek 
elektrostatskih in van der Waalsovih interakcij kaže, da je vezano stanje zaviralca v aktivnem 









Preglednica IV: Vrednosti energetskih doprinosov elektrostatskih in van der Waalsovih 
interakcij v stanju zaviralec-voda in zaviralec-protein. VDW-van der Waalsove interakcije, 
el-Elektrostatske interakcije, L-P – kompleks zaviralec (ligand)-protein obkrožen s sferično 








1 -28,439 -15,365 -13,074 -15,099 -22,185 +7,086 
2 -36,703 -17,853 -18,85 -84,082 -98,030 +13,948 
3 -32,544 -16,829 -15,715 -15,660 -23,559 +7,899 
4 -38,159 -19,441 -17,718 -82,908 -96,941 +14,033 
5 -39,787 -22,729 -17,058 -77,552 -86,476 +8,924 
6 -36,879 -19,630 -17,249 -17,021 -24,499 +7,250 
7 -42,264 -21,958 -20,306 -78,876 -96,714 +17,838 
8 -43,890 -25,303 -18,587 -74,520 -87,453 +12,933 
9 -41,885 -20,644 -21,241 -9,724 -23,414 +13,690 
10 -39,509 -20,686 -18,823 -12,883 -23,255 +10,372 
11 -40,981 -22,566 -18,415 -81,055 -96,791 +15,736 
Vrednosti neveznih van der Waalsovih (YZR`FL^ − YZR[\]^ in elektrostatskih interakcij 
(YZR`H ^ − YZR_Z ^), ki so predstavljene v preglednici IV, smo vnesli v enačbo 4 (glej Metode, 
str. 29). Pri tem smo dobili sistem enačb, ki smo ga razrešili z metodo linearne regresije. Z 
metodo linearne regresije smo torej določili vrednosti koeficinetov α, β in γ na podlagi 
energije vezave izbranih zaviralcev v vodi ali encimu, ki smo jih določili s simulacijo MD. 
Vrednosti koeficientov prikazuje preglednica V.  
Preglednica V: Vrednosti linearnih koeficientov LIE enačbe pridobljenih z linearno 
regresijo. Osnovni podatki, ki smo jih uporabili za izračun koeficientov α, β in γ, so navedeni 
v preglednici IV. 




Koeficient α predstavlja merilo za jakost nepolarnih van der Waalsovih interakcij v 
kompleksu β-karbolinov in encima MAO A, koeficient β pa je merilo za jakost 




elektrostatskih interakacij. Koeficient γ je odraz vezavnega mesta in njegovih interakcijskih 
lastnosti. V našem primeru ima koeficient α večjo vrednost kot koeficient β. To pomeni, da 
imajo nepolarne nevezne interakcije zaviralca s tarčo, kot so van der Waalsove interakcije, 
večjo vlogo pri vezavi zaviralca kot elektrostatske interakcije. Večji pomen hidrofobnih 
interakcij lahko pripišemo pretežno hidrofobni sestavi vezavnega mesta in hidrofobnosti 
zaviralca. Velja poudariti, da aktivno mesto MAO sestavljajo aromatski AK ostanki, ki so 
zaradi možnosti interakcij med kvarternim dušikom in aromatskimi obroči AK ostankov 
hkrati hidrofobni in hidrofilni. Kompleksnost aktivnega mesta se kaže v praktično 
nespremenjenih pKa vrednostih ionizabilnih skupin in zaviralcev glede na vodno raztopino 
(74). 
H. Kim in sodelavci so bili z objavo leta 1997 med prvimi, ki so preučili jakost zaviranja 
encima MAO z β-karbolini z določanjem konstante zaviranja (Ki). Eksperimentalno delo so 
zasnovali tako, da so k izoliranemu encimu MAO pod ustreznimi pogoji dodajali različne β-
karboline. Konstanto zaviranja so določili tako, da so k zaviranemu encimu dodajali njegov 
substrat kinurenin in spektrofotometrično določili stopnjo oksidacije dodanega substrata. Pri 
tem so določili konstanto zaviranja (Ki) (7). Iz podanih  konstant smo z enačbo 5 določili 
prosto energijo vezave teh spojin (∆Gexp).  
∆C = −: b K(c 
Enačba 5: Enačba za izračun Gibbsove proste energije (∆G). R predstavlja plinsko 
konstanto, T temperaturo v K in Ki konstanto zaviranja.  
Z metodo linearne interakcijske energije smo določali prosto energijo vezave harmanov v 
tarčno mesto MAO A. Prosto energijo vezave smo določili z enačbo 6. ∆COO = 0,545 Q〈HRGFS〉OE − 〈HRGFS〉EOET + 0,264Q〈HRGH 〉OE − 〈HRGH 〉EOET − 2,655 
Enačba 6: Končne vrednosti proste energije vezave zaviralcev v aktivno mesto smo 
izračunali z enačbo, ki smo jo pridobili z LIE metodo. 
Za vsak zaviralec smo določili odstopanje ΔGLIE od ΔGexp, kar prikazuje preglednica VI. 
Najmanjše odstopanje opazimo pri spojinah 3 in 4, medtem ko spojine 2, 8 in 10 odražajo 
največje odstopanje od eksperimentalnih podatkov. Nobena spojina od eksperimentalnih 
vrednosti ne odstopa za več kot 15 %. Izračunali smo tudi povprečno absolutno odstopanje, 
ki je znašalo 7.15 %. Z metodo LIE smo pravilno določili, da je spojina 1 najšibkejši 




medtem ko je eksperimentalno najmočnejši zaviralec spojina 6. S to metodo ne določimo 






Preglednica VI: Primerjava konstante zaviranja (KI), eksperimentalne proste energije 
vezave (ΔGEXP) in proste energije vezave pridobljene z LIE metodo (ΔGLIE). Za vsak 
zaviralec smo določili odstopanje od ΔGEXP. 
Povprečno odstopanje LIE metode v primerjavi z eksperimentalno določenimi prostimi 
energijami vezave je relativno majhna (7.15 %). Metodo tako lahko v našem primeru 
določanja proste energije vezave izbranega seta β-karbolinov v aktivno mesto MAO A 
ocenimo kot robustno. Metoda pa se ni izkazala kot primerna za razvrščanje spojin po jakosti 
zaviranja. Z LIE metodo ne moremo pravilno napovedati vrstnega reda zaviralcev po jakosti 
zaviranja. Na osnovi rezultatov, ki smo jih dobili z LIE metodo, lahko to metodo ocenimo 
kot robustno metodo, ki nam daje vpogled v jakost zaviranja MAO A z β-karbolini. LIE 
metoda se ni izkazala za najbolj natančno metodo, saj z njo nismo uspeli napovedati vrstnega 
reda spojin po jakosti. 
  
Spojina Ki (µM) ΔGEXP ΔGLIE Odstopanje 
(ΔGLIE - ΔGexp) 
Odstopanje 
(%) 
1 3,34 -7,596 -7,910 -0,314 4,14 
2 1,43 -8,107 -9,248 -1,140 14,06 
3 0,26 -9,134 -9,135 -0,001 0,01 
4 0,68 -8,555 -8,608 -0,053 0,62 
5 0,16 -9,427 -9,597 -0,170 1,80 
6 0,005 -11,515 -10,142 1,372 11,92 
7 0,0069 -9,933 -9,015 0,919 9,25 
8 0,015 -10,853 -9,372 1,481 13,64 
9 0,048 -10,152 -10,619 -0,467 4,60 
10 0,39 -8,890 -10,176 -1,286 14,47 
11 1,23 -8,198 -8,539 -0,341 4,16 




4.4  β-Karbolini kot spojine vodnice za sintezo zaviralcev MAO A 
Z različnimi metodami molekulskega modeliranja, ki so prikazane na sliki 21, smo zbrali 
potrebne informacije o vezavnem mestu in lastnostih izbranih β-karbolinov, ki se vežejo v 
aktivno mesto MAO A. Na podlagi teh izsledkov lahko predlagamo SAR, ki bo vodilo za 
optimizacijo obstoječih struktur β-karbolinov in orodje za izboljšanje jakosti zaviranja MAO 
A te skupine spojin.  
 
Slika 21: Prikazane so tri različne metode, ki smo jih uporabili za študij molekulske 
vezave β-karbolinov v aktivno mesto MAO A. Z izsledki teh treh metod oblikujemo SAR 
za nadaljnjo optimizacijo strukture. 
β-Karbolini se izkažejo kot dobri zaviralci MAO, saj imajo nepolarno aromatsko strukturo, 
ki omogoča interakcije z aktivnim mestom MAO A. To je v veliki meri sestavljeno iz 
hidrofobnih in aromatskih aminokislin. Spojina 6 s svojo strukturo in dodanimi 
funkcionalnimi skupinami izkazuje ugodne lastnosti za zaviranje MAO A. Spojina 6 je tudi 
najmočnejši zaviralec MAO A v skupini β-karbolinov, zato bi za načrtovanje močnejših 




Ena od možnih poti optimizacije strukture spojine 6 bi lahko bilo povečanje hidrofobnosti 
metoksi skupine na mestu C7 ali uvedba novih hidrofobnih skupin na aromatski obroč (slika 
22). Pomembno mesto tvorbe interakcij zaviralcev z aktivnim mestom je aromatska kletka 
znotraj aktivnega mesta MAO A, ki je sestavljena iz kofaktorja FAD in dveh tirozinskih 
ostankov. S podaljševanjem hidrofobne verige na metoksi skupini na mestu C7 bi omogočili 
večjo hidrofobno površino za vzpostavitev dodatnih hidrofobnih interakcij z aromatsko 
kletko. Možne poti optimizacije strukture spojine 6 so prikazane na sliki 22. 





















verige na mestu C1 – 
dodatne hidrofobne 
interakcije. 
Slika 22: Možnosti optimizacije strukture β-karbolinov (spojine 6) za doseganje 
močnejšega zaviranja MAO A. 
Z dinofori smo ugotovili, da metoksi skupina z aktivnim mestom tvori le vodikove vezi. Pri 
tem upoštevamo, da so zaviralci z metoksi skupino vezano na atomu C7 bistveno boljši 
zaviralci od zaviralcev brez vezane metoksi skupine ali zaviralcev, ki imajo vezano metoksi 
skupino na drugih atomih, kot sta npr. spojini 10 in 11, ki imata metoksi skupino vezano na 
mestu C6. Neustrezen položaj metoksi skupine lahko predstavlja sterično oviro, ki zaviralcu 
onemogoča ustrezen dostop do aktivnega mesta, ali pa tako vezana funkcionalna skupina z 




z metoksi skupino vezano na mestu C7, kot so spojine 6, 8, 9, močnejši zaviralci kot spojini 
10 in 11 z metoksi skupino vezano na mestu C6 (7). Ustrezno vezana metoksi skupina 
omogoča dodatne akceptorske vodikove vezi in dodatno hidrofobno stabilizacijo z metilno 
skupino.  
Pri načrtovanju in optimizaciji β-karbolinov upoštevamo, da so gonilna sila vezave 
harmanov v aktivno mesto MAO A predvsem nepolarne interakcije s hidrofobnimi 
aminokislinami. Eksperimentalne konstante zaviranja kažejo, da so zaviralci, ki imajo na 
obroču dodane dodatne hidrofobne funkcionalne skupine, tudi bolj aktivne (7). Pri 
optimizaciji strukture želimo v spojino dodati več hidrofobnih skupin. Ena od možnosti je 
podaljševanje verige na metoksi skupini na mestu C7, ki smo jo omenili že zgoraj. Druga 






V okviru magistrske naloge smo z različnimi metodami molekulskega modeliranja 
ovrednotili vezavo skupine β-karbolinov v vezavno mesto encima MAO A. Uporabili smo 
metodi molekulskega sidranja in molekulske dinamike, v okviru katerih smo izvedli 
farmakoforno, dinoforno in RMSD analizo. 
Z metodo molekulskega sidranja s cenilno funkcijo GOLDSCORE smo ugotovili, da metoda 
dobro napove mesto vezave β-karbolinov. Farmakofori preiskovanih spojin kažejo, da vse 
spojine z aktivnim mestom tvorijo predvsem hidrofobne interakcije z AK, kot so tirozin, 
izolevcin, levcin, fenilalanin in metionin, vendar se te interakcije pri spojinah s kvarternim 
dušikovim atomom odražajo v manjši meri kot pri β-karbolinih brez kvarternega dušikovega 
atoma. V splošnem smo z molekulskim modeliranjem dobro napovedali geometrijski vidik 
vezave izbranih β-karbolinov, vključno z njihovimi vodilnimi interakcijami v vezavnem 
mestu. Kljub temu da molekulsko sidranje omogoča napoved energije vezave, smo ugotovili, 
da je korelacija z eksperimentalnimi rezultati nizka. Molekulsko sidranje ima dobro napoved 
geometrije vezave, za oceno energije vezave bi bila potrebna aplikacija dodatnih metod. 
V nadaljevanju smo za oceno geometrije in napoved energije vezave izbranih β-karbolinov 
uporabili metodo molekulske dinamike, kjer smo za izbrane zaviralce simulirali 100 ns 
gibanja v vezavnem mestu. Z dinofori in RMSD analizo smo proučevali geometrijo in 
interakcije zaviralca v aktivnem mestu. V nasprotju z molekulskim sidranjem smo z dinofori 
uspeli predvideti večino interakcij spojine 6, ki so bile napovedane tudi s kristalno strukturo 
tega zaviralca v aktivnem mestu MAO A. Podobno kot z molekulskim sidranjem smo tudi z 
dinforno analizo ugotovili, da so gonilna sila vezave β-karbolinov v aktivno mesto MAO A 
hidrofobne interakcije preko aromatskega obroča s hidrofobnimi AK v vezavnem mestu.  
V sklopu molekulskega sidranja in molekulske dinamike smo podrobneje obravnavali 
spojine 1, 6 in 10. Spojine smo primerjali glede na njihovo eksperimentalno aktivnost, 
geometrijo vezave in interakcije z vezavnim mestom in prišli do naslednjih zaključkov:  
• Najugodnejša je vzporedna lega zaviralca z aktivnim mestom, kot jo zavzema spojina 





• V kolikor piridinski obroč ni popolnoma aromatiziran, primer tega je spojina 10, je 
to za zaviranje MAO A manj ugodno. 
• Spojini 6 in 10 imata na atomu C1 pripeto metilno skupino, ki omogoča dodatne 
hidrofobne interakcije in s tem boljše zaviranje encima. 
• Metoksi skupina na mestu C7 je za vezavo in zaviranje ugodnejša, saj omogoča 
dodatno interakcijo z AK Ser209. 
Z metodo LIE smo izračunali prosto energijo vezave β-karbolinov, ki smo jo primerjali z 
eksperimentalno določenimi vrednostmi. Pri tem smo ugotovili, da imajo nepolarne 
interakcije zaviralca s tarčo večjo vlogo pri vezavi zaviralca kot elektrostatske interakcije, 
kar sovpada z ugotovitvami pri farmakoforni in dinoforni analizi. Metodo tako lahko 
ocenimo kot primerno za grobo oceno proste energije vezave izbranega seta β-karbolinov v 
aktivno mesto MAO A. 
Spojina 6 je najmočnejši zaviralec MAO A v izbrani skupini β-karbolinov, zato bi v primeru 
nadaljnjega načrtovanja močnejših zaviralcev lahko bila primerna optimizacija strukture 
spojine 6. Pri tem bi ohranili aromatski triciklični sistem in vzpostavili dodatne hidrofobne 
interakcije s podaljševanjem verige na C1 atomu ali podaljševanjem verige na metoksi 
skupini. Glede na to, da se spojine z vezano metoksi skupino na C6 atomu niso izkazale kot 
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7. Priloga 






Naboj Ime Atomski 
tip 
Naboj 
N1 NB -0.627167 C10 CA -0.258372 
C1 CA 0.277849 C11 CA -0.044640 
N2 NA -0.659257 H1 HA 0.074191 
C2 CA 0.346683 H2 HA 0.138254 
C3 CA -0.524251 H3 HA 0.155958 
C4 C56B 0.314435 H4 HA 0.160158 
C5 C56B -0.004619 H5 HA 0.181165 
C6 C56B 0.433887 H6 HA 0.058143 
C7 CA -0.375403 H7 HA 0.206540 
C8 C56B -0.165691 H8 H 0.421296 







Priloga II: Atomski tipi in delni naboji za spojino 2 
Ime Atomski tip Naboj Ime Atomski tip Naboj 
C1 CA -0.124700      C12 CT -0.185016      
N1 NAP 0.034460      H1 HC 0.154979      
C2 CA -0.070145      H2 HC 0.154979      
N2 NA -0.624408      H3 HC 0.154979      
C3 CA -0.248609      H4 HA 0.181944      
C4 C56B 0.146988      H5 HA 0.173293      
C5 C56B 0.198083      H6 HA 0.161804      
C6 C56B 0.397271      H7 HA 0.200980      
C7 CA -0.355814      H8 HA 0.200813      
C8 C56B -0.067840      H9 HA 0.215975      
C9 CA -0.148086      H10 HA 0.214076      
C10 CA -0.201283      H11 H 0.440122      







Priloga III: Atomski tipi in delni naboji atomov za spojino 3 
Ime Atomski tip Naboj Ime Atomski tip Naboj 
C1 CT -0.523721     C11 CA -0.233281     
N1 NB -0.658430     C12 CA -0.065902     
C2 CA 0.595521     H1 HA 0.177082     
N2 NA -0.541782     H2 HA 0.136823     
C3 CA 0.240226     H3 HA 0.164965     
C4 CA -0.435624     H4 HA 0.174390     
C5 C56B 0.176056     H5 HA 0.097254     
C6 C56B -0.090646     H6 HA 0.179458     
C7 C56B 0.373985     H7 HC 0.139919     
C8 CA -0.375332     H8 HC 0.139919     
C9 C56B -0.029445     H9 HC 0.139919     






Priloga IV: Atomski tipi in delni naboji atomov za spojino 4 
Ime Atomski tip Naboj Ime Atomski tip Naboj 
C1 CA 0.314960      C13 CT -0.369953      
N1 NAP -0.005213      H1 HA 0.190157      
C2 CA -0.130805      H2 HA 0.181759      
N2 NA -0.509171      H3 HA 0.197921      
C3 CA -0.244798      H4 HA 0.159727      
C4 C56B 0.078153      H5 HC 0.144194      
C5 C56B -0.030148      H6 HA 0.211289      
C6 C56B 0.360353      H7 HA 0.226637      
C7 CA -0.374663      H8 HC 0.144194      
C8 C56B 0.019461      H9 HC 0.144194      
C9 CA -0.190045      H10 HC 0.146419      
C10 CA -0.188390      H11 HC 0.146419      
C11 CA -0.012521      H12 HC 0.146419      






Priloga V: Atomski tipi in delni naboji atomov za spojino 5 
Ime Atomski tip Naboj Ime Atomski tip Naboj 
C1 CA 0.293121 H1 HA 0.166798 
N1 NAP -0.023254 H2 HA 0.180803 
C2 CA -0.133842 H3 HA 0.158483 
N2 NA -0.056208 H4 HA 0.183084 
C3 CA -0.195988 H5 HC 0.146197 
C4 C56B 0.069653 H6 HA 0.214972 
C5 C56B -0.077079 H7 HA 0.203382 
C6 C56B 0.181622 H8 HC 0.120573 
C7 CA -0.291303 H9 HC 0.120573 
C8 C56B 0.025576 H10 HC 0.120573 
C9 CA -0.172491 H11 HC 0.146197 
C10 CA -0.179275 H12 HC 0.146197 
C11 CA -0.027107 H13 HC 0.146986 
C12 CT -0.163345 H14 HC 0.146986 
C13 CT -0.195627 H15 HC 0.146986 







Priloga VI: Atomski tipi in delni naboji atomov za spojino 6 
Ime Atomski tip Naboj Ime Atomski tip Naboj 
C1 CT -0.357709     C12 CA 0.548725     
N1 NB -0.681270     C13 CT 0.027979     
O1 OS -0.383457     H1 HA 0.080821     
C2 CA 0.621389     H2 HA 0.204471     
N2 NA -0.455290     H3 HA 0.192071     
C3 CA 0.294448     H4 HA 0.161627     
C4 CA -0.536078     H5 HA 0.194987     
C5 C56B 0.363125     H6 HC 0.093373     
C6 C56B -0.225204     H7 HC 0.093373     
C7 C56B 0.312346     H8 HC 0.093373     
C8 CA -0.498308     H9 H 0.372831     
C9 C56B -0.210456     H10 HC 0.062240     
C10 CA -0.024785     H11 HC 0.062240     






Priloga VII: Atomski tipi in delni naboji atomov za spojino 7 
Ime Atomski tip Naboj Ime Atomski tip Naboj 
C1 CA 0.297264     H1 HC 0.144399     
N1 NAP -0.035333     H2 HC 0.144399     
C2 CA -0.134899     H3 HC 0.144399     
N2 NA -0.508775     H4 HC 0.083733     
C3 CA -0.145909     H5 HC 0.083733     
C4 C56B 0.100178     H6 HC 0.083733     
C5 C56B -0.051447     H7 HA 0.186213     
C6 C56B 0.454071     H8 HA 0.199258     
C7 CA -0.646777     H9 HA 0.247531     
C8 C56B -0.160466     H10 HA 0.218259     
C9 CA -0.131442     H11 HA 0.216955     
C10 CA -0.358781     O1 OS -0.369729     
C11 CA 0.628524     H12 HC 0.151850     
C12 CT -0.181445     H13 HC 0.151850     
C13 CT -0.381808     H14 HC 0.151850     







Priloga VIII: Atomski tipi in delni naboji atomov za spojino 8 
Ime Atomski tip Naboj Ime Atomski tip Naboj 
C1 CA 0.274315      H2 HC 0.035193      
N1 NAP 0.091401      H3 HC 0.035193      
C2 CA -0.139962      H4 HA 0.244872      
N2 NA 0.077014      H5 HA 0.195140      
C3 CA -0.235150      H6 HA 0.217880      
C4 C56B 0.115165      H7 HA 0.226170      
C5 C56B -0.143271      H8 HA 0.203693      
C6 C56B 0.186189      H9 HC 0.143710      
C7 CA -0.486059      H10 HC 0.149475      
C8 C56B -0.032649      H11 HC 0.149475      
C9 CA -0.153367      H12 HC 0.149475      
C10 CA -0.353112      H13 HC 0.143710      
C11 CA 0.529660      H14 HC 0.143710      
C12 CT -0.286091      O1 OS -0.402910      
C13 CT 0.128488      H15 HC 0.150805      
C14 CT -0.307855      H16 HC 0.150805      
C15 CT -0.387110      H17 HC 0.150805      







Priloga IX: Atomski tip in delni naboji atomov za spojino 9 
Ime Atomski tip Naboj Ime Atomski tip Naboj 
C1 CT -0.474064     C13 CT 0.481459     
N1 NI -0.730741     H1 HA 0.163041     
O1 OS -0.387008 H2 HA 0.190115     
C2 CD 0.695351     H3 HA 0.197476     
N2 NA -0.442773     H4 HA -0.044034     
C3 C5B 0.116397     H5 HA 0.090443     
C4 C5A -0.214237     H6 HA 0.090443     
C5 C56A 0.288777     H7 HA -0.044034     
C6 CA -0.501025     H8 HA 0.121525     
C7 C56B -0.153271     H9 HA 0.121525     
C8 CA -0.048741     H10 HA 0.121525     
C9 CA -0.461798     H11 H 0.370836     
C10 CA   0.541308    H12 HC 0.056286     
C11 CT 0.043539     H13 HC 0.056286     







Priloga X: Atomski tipi in delni naboji atomov za spojino 10 
Ime Atomski tip Naboj Ime Atomski tip Naboj 
C1 CT -0.456900     H1 HA 0.194599     
N1 NI -0.710167     H2 HC 0.047052     
C2 CD 0.671601     H3 HA 0.168913     
N2 NA -0.458449     H4 HA 0.181209     
C3 CT 0.445969     H5 HC 0.047052     
C4 CT -0.294499     H6 HC 0.047052     
C5 C5B 0.087881     H7 HC 0.087832     
C6 C5A -0.156832     H8 HC 0.087832     
C7 C56A 0.169326     H9 HC -0.034114     
C8 CA -0.186125     H10 HC -0.034114     
C9 C56B -0.042593     O1 OS -0.391438     
C10 CA -0.356187     H11 HC 0.118760     
C11 CA 0.427084     H12 HC 0.118760     
C12 CA -0.338720     H13 HC 0.118760     






Priloga XI: Atomski tipi in delni naboji atomov za spojino 11 
Ime Atomski tip Naboj Ime Atomski tip Naboj 
C1 CM 0.406343     H2 HC 0.072194     
N1 NE -0.183108 H3 HC 0.072194     
C2 CT -0.027202     H4 HC 0.123986     
N2 NIP -0.431395     H5 HC 0.123986     
C3 CT -0.187076     H6 HC 0.123986     
C4 CM 0.119921     H7 HC 0.190101     
C5 CM -0.174237     H8 HC 0.191122     
C6 CG 0.216533     H9 HC 0.188536     
C7 CM -0.230202     H10 HC 0.101415 
C8 CM -0.007605     H11 HC 0.101415     
C9 CM -0.381159     H12 HC 0.124900     
C10 CM 0.446756     H13 HC 0.124900     
C11 CM -0.218144     O1 OS -0.375086     
C12 CT -0.138609     H14 HC 0.136566     
C13 CT 0.031355     H15 HC 0.136566     
C14 CT -0.281383     H16 HC 0.136566     
H1 HC 0.072194     H17 H 0.393672     
 
 
 
 
 
